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Kurzreferat
Bakterielle Zellhüllenproteine (S-Layer) eignen sich durch ihre Fähigkeit zur Selbst-
assemblierung zu zweidimensionalen Kristallen und durch ihre besonderen chemi-
schen und strukturellen Eigenschaften zur Abscheidung regelmäßiger metallischer
Partikel auf ihrer Oberfläche. In dieser Arbeit wird das Clusterwachstum auf S-
Layern untersucht. Die Anbindung von Metallkomplexen an S-Layer von Bacillus
sphaericus und Sporosarcina ureae und deren Reduktion führt zur Abscheidung pe-
riodisch angeordneter metallischer Platin- bzw. Palladiumcluster auf dem Biotem-
plat. Für diese Clusterbildung wird ein heterogener Keimbildungsmechanismus vor-
geschlagen, bestehend aus Komplexanbindung und Reduktion. Die Bestimmung der
Prozeßkinetik und die Charakterisierung der Anbindung der Komplexe an das Pro-
tein erfolgt mittels UV/VIS-Spektroskopie. Den Schwerpunkt dieser Arbeit bilden
strukturelle Untersuchungen mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie, der
Elektronenholographie, der Rasterkraftmikroskopie und der Bildanalyse und Bild-
verarbeitung. Durch Korrelationsmittelung werden Strukturinformationen gewon-
nen, die eine Bestimmung der lateral bevorzugten Clusterpositionen ermöglichen.
Für die auf S-Layern erzeugten Clusterarrays wird die Belegung der einzelnen Posi-
tionen mittels Multivariater Statistischer Analyse genauer quantifiziert. Außerdem
werden eine Methode zur Erzeugung hochgeordneter metallischer Partikelarrays un-
ter dem Einfluß des Elektronenstrahles im Transmissionselektronenmikroskop und
eine Methode zum schnellen Test Gram-positiver Bakterienstämme auf die Existenz
von S-Layern vorgestellt.
Abstract
Bacterial cell wall proteins (S-layer) are - due to both the capability to self-assemble
into two-dimensional crystals and their distinct chemical and structural properties -
suitable for the deposition of metallic particles at their surface . The cluster growth is
subject of this thesis. The binding of metal complexes to S-layers of Bacillus sphae-
ricus and Sporosarcina ureae and their subsequent reduction leads to the formation
of regularly arranged platinum or palladium cluster arrays on the biomolecular tem-
plate. A heterogeneous nucleation mechanism is proposed for this process consisting
of the binding of metal complexes and their subsequent reduction. The kinetics of
the process and the binding of the complexes to the protein are characterized by
UV/VIS spectroscopy. This thesis focuses on structural investigations by means of
transmission electron microscopy, electron holography, scanning force microscopy,
image analysis, and image processing. Preferred cluster-deposition sites are deter-
mined by correlation averaging. A more precise determination and quantification is
obtained by Multivariate Statistical Analysis. Furthermore a method for the electron
beam induced formation of highly-ordered metallic cluster arrays in the transmission
electron microscope and a fast screening method for surface layers of Gram-positive
bacteria are presented.
IV
Inhaltsverzeichnis
1 Einleitung 1
2 Biomolekulares Templating 5
2.1 Natürliche Biomineralisation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
2.2 Künstliche Biomineralisation und biomolekulares Templating . . . . . 5
2.2.1 Anbindung von Nanostrukturen . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
2.2.2 Abscheidung aus der Gasphase . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
2.2.3 Abscheidung aus der flüssigen Phase . . . . . . . . . . . . . . 7
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1 Einleitung
Als 1947 mit der Erfindung des Transistors durch J. Bardeen, W.H. Brattain und
W. Shockley gewissermaßen das Zeitalter der Mikroelektronik eingeleitet wurde,
konnte noch niemand ahnen, welche tiefgreifenden Änderungen sich daraus für die
menschliche Gesellschaft ergeben würden. Seit einigen Jahren tritt die molekulare
Biotechnologie eine ähnliche Entwicklung an, wie seinerzeit die Halbleitertechnik.
Und wieder muß eine Voraussage über ihren Einfluß auf die Zukunft reine Speku-
lation bleiben. Daß diese zwei Gebiete nicht lange ohne gegenseitige Beeinflussung
koexistieren konnten, ist nicht weiter verwunderlich. Man bedenke nur, daß eine so
gewaltige Leistung wie die Entschlüsselung des menschlichen Genoms [1, 2] ohne
Hochleistungsrechentechnik unmöglich gewesen wäre. Doch auch in der Gegenrich-
tung gibt es erste Ansätze einer Vernetzung. So wird zum Beispiel die permanent
vorangetriebene Miniaturisierung in der Halbleiterindustrie in absehbarer Zukunft
an Ihre Grenzen stoßen, wenn auch später als man ursprünglich dachte. Daher ent-
stand die Idee, statt dieser als
”
Top-Down-Technologie“ bezeichneten Entwicklung
den umgekehrten Weg zu gehen. Dabei verwendet man Strukturen im molekularen
Maßstab und setzt sie zu einem größeren künstlichen System zusammen (
”
Bottom-
Up-Technologie“). Das große Potential der Bionanotechnologie, die zu den Bottom-
Up-Verfahren zu zählen ist, ist dabei auf die fundamentalen Prinzipien der Selbster-
kennung und Selbstassemblierung von biologischen Bausteinen zurückzuführen. Er-
steres führt dazu, daß Biomoleküle nur an ganz spezifischen Plätzen eine Bindung
miteinander eingehen. Dadurch nehmen sie quasi von selbst eine bestimmte Form
an und verbinden sich eigenständig zu definierten größeren Aggregaten, was den
zweiten Begriff der Selbstassemblierung ausmacht. Somit ergibt sich die Möglichkeit
in einem Parallelprozeß eine große Anzahl identischer Strukturen in kurzer Zeit zu
gewinnen.
Eine mögliche Realisierung innerhalb der biomolekularen Nanotechnologie ist,
die einzelnen isolierten Bausteine weitestgehend unverändert zu lassen, dabei aber
in völlig neuer Kombination oder Umgebung zu nutzen. Beispiele dafür sind mole-
kulare Motoren wie Kinesin [3, 4] oder die F-1-ATPase [5, 6], die isoliert vom Or-
ganismus ihre Funktionen gewissermaßen auch im Reagenzglas durchführen. Dieses
Kopieren in der Natur vorkommender Prinzipien fällt damit ebenso wie die Bildung
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künstlicher Strukturen durch die Abscheidung anorganischer Materialien auf biolo-
gischen Strukturen in das Gebiet der Biomimetik. Dieses Prinzip der Abscheidung
auf einem Templat, also einer Art Muster, wird uns von der Natur bereits seit Mil-
lionen Jahren vorgemacht. So führt zum Beispiel erst die Abscheidung von Kalk auf
Korallen zu dauerhaften Riffstrukturen. Aber auch viele andere, vor allem im Meer
lebende Organismen, bilden durch diese natürliche Biomineralisation ihre faszinie-
renden geometrischen Formen, die noch dazu oft hochsymmetrisch sind, dauerhaft
in anorganischen Strukturen ab (Abb.1.1).
Abbildung 1.1:
REM-Aufnahme des Kalziumkarbonat-
Kokkoliths einer Phytoplanktonzelle von
Emiliania huxleyi [7]. Warum ein Teil
der Phytoplanktonspezies eine solche,
durch Biomineralisation entstandene Hülle
bildet, ist trotz einiger Hypothesen noch
nicht geklärt.
Ein Beispiel für die künstliche Anwendung ähnlicher Prinzipien ist die Beschichtung
von zellulären Mikrotubuli mit Metallen wie z.B. Nickel. Dabei entstehen nanoskali-
ge Drähte, die mit herkömmlichen Methoden nicht herstellbar wären [8]. Diese unter
den Oberbegriff
”
biomolekulares Templating“ oder kurz
”
Biotemplating“ eingeord-
nete Technik wurde bereits an einer Vielzahl von biologischen Strukturen durch-
geführt [9, 10, 11, 12, 13, 14, 15]. Da allerdings die gezielte Beeinflussung der Prozes-
se des Biotemplatings und das Handling der entstandenen künstlichen Objekte sehr
schwierig sind, ist die tatsächliche technische Nutzung bis jetzt noch Vision. Voraus-
setzung für die Überwindung solcher Schwierigkeiten ist vor allem das Verständnis
über die ablaufenden Prozesse und eine damit einhergehende mögliche Steuerung
sowie die genaue Charakterisierung der entstandenen Objekte.
In diesen Kontext ist auch die Thematik dieser Arbeit einzuordnen. Unter-
suchungsgegenstand sind als S-Layer (engl.: surface-layer; Oberflächenschicht) be-
zeichnete bakterielle Zellhüllenproteine, die, als Templat genutzt, die Möglichkeit
bieten, anorganische Materialien in Form geordneter Clusterarrays abzuscheiden.
S-Layer sind zweidimensionale Proteinkristalle, die durch ihre periodische Morpho-
logie prädestiniert erscheinen, die gleichmäßige Anordnung von Partikeln, quasi als
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”
Steckbrett“ zu ermöglichen. Dabei geht es um die Aufklärung von Struktur und
Eigenschaften dieses biologischen Templates verbunden mit der Möglichkeit, die-
se zu ändern und damit den Anforderungen anzupassen. Von großem Interesse ist
außerdem der Vorgang der Clusterentstehung und eine darauf mögliche Einflußnah-
me und, worauf das Hauptaugenmerk dieser Arbeit liegt, die Charakterisierung der
entstandenen Strukturen. Diese Arbeit ist damit auch ein Beispiel dafür, daß sich
die Forschungsfelder der Physik, Biologie, Chemie und Werkstoffwissenschaft immer
mehr beeinflussen bzw. sogar durchdringen.
Die vorliegende Arbeit gliedert sich in sieben Kapitel. Den Einstieg bildet im An-
schluß an diese Einleitung als zweites Kapitel eine Übersicht über die Thematik
des biomolekularen Templatings. Es werden mögliche Prinzipien und bisher erzeug-
te Strukturen sowie deren Eigenschaften und denkbare Verwendungen vorgestellt,
Möglichkeiten und Grenzen aufgezeigt und die im Rahmen dieser Arbeit entstande-
nen Strukturen eingeordnet.
Nach einer Einführung der verwendeten analytischen Methoden im Kapitel 3 geht
es im vierten Kapitel der Arbeit zunächst um die S-Layer als biologische Struktur,
deren Eigenschaften und Manipulationsmöglichkeiten.
Das daran anschließende fünfte Kapitel widmet sich der Verwendung der S-Layer
als Templatstruktur. Dabei wird der Vorgang der Entstehung von Clustern auf S-
Layern untersucht und mögliche Entstehungsmodelle werden diskutiert.
Den umfangreichsten Teil dieser Arbeit bildet das sechste Kapitel über die durch-
geführten Strukturuntersuchungen am Templat und der darauf erzeugten Cluster-
strukturen. Die dazu verwendeten Methoden der Bildanalyse und Bildverarbeitung
lassen wiederum Rückschlüsse auf die an der Entstehung beteiligten Mechanismen
zu.
Den Abschluß der Arbeit bilden eine Zusammenfassung sowie ein Ausblick auf
zukünftige Forschungsschwerpunkte an diesem System.
Die detaillierte Beschreibung der wichtigsten Experimente sowie notwendige Be-
rechnungen werden im Anhang dargestellt.
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2 Biomolekulares Templating
2.1 Natürliche Biomineralisation
Die unter dem Begriff Biomineralisation zusammengefaßten Prozesse sind Bestand-
teil der gesamten belebten Natur. Bei vielzelligen Organismen, uns Menschen ein-
geschlossen, werden dadurch Hartgewebe wie Knochen, Zähne, Schalen oder Panzer
und verschiedene andere skelettartige Bestandteile synthetisiert, die hauptsächlich
mechanische Aufgaben erfüllen. Diese Hartgewebe sind Biokomposite aus Makro-
molekülen, wie Proteinen oder Polysacchariden, die die Struktur vorgeben und Mi-
neralen, wie Hydroxylapatit, Kalziumkarbonat oder Silikate, die für die Festigkeit
sorgen [16]. Zahlreiche einzellige Lebewesen produzieren ebenso anorganische Ma-
terialien, entweder intrazellulär, wie z.B. magnetotaktische Bakterien durch Ma-
gnetitbildung [17] oder extrazellulär wie Phytoplanktonzellen bei der Abscheidung
von Kalziumkarbonat [7]. Neben mechanischen Aufgaben, wie z.B. Stützfunktionen
oder Nahrungszerkleinerung, dienen die mineralisierten Strukturen auch physikali-
schen Funktionen wie Orientierung durch Magnetfelder und erfüllen damit meistens
essentielle Vitalfunktionen.
Die Abscheidung der anorganischen Substanzen auf oder in den organischen
Strukturen erfolgt häufig hochspezifisch, was zur Bildung faszinierender geometri-
scher Strukturen führen kann (Abb.1.1). Die Prinzipien der natürlichen Biominera-
lisation führten Mitte der achtziger Jahre zu ersten Ideen für die künstliche Abschei-
dung von Anorganika auf Biomolekülen, mit dem Ziel anorganische Nanostrukturen
herzustellen [18].
2.2 Künstliche Biomineralisation
und biomolekulares Templating
Neben dem Ansatz, natürliche Biomineralisationsvorgänge direkt zu kopieren, wie
es z.B. bei der Entwicklung von Knochenersatzwerkstoffen verfolgt wird [19], gibt
es zahlreiche Ideen, völlig neue Werkstoffe und Strukturen durch das Abscheiden
anorganischer Stoffe auf biologischen Objekten zu kreieren.
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Das biomolekulare Templating oder kurz Biotemplating stellt die Realisierung einer
solchen Idee dar. Dabei handelt es sich um eine Methode zur Herstellung künstli-
cher Nanostrukturen, bei der Biomoleküle oder biomolekulare Strukturen als Tem-
plat (formgebendes Muster) genutzt werden. Für die Strukturbildung sind die Form
(Morphologie) und/oder die spezifischen Oberflächeneigenschaften relevant. Vor al-
lem in der biomolekularen Nanotechnologie, die mittlerweile zum Schlagwort für in-
novative High-Tech-Entwicklungen wird und bei der biologische Komponenten und
herkömmliche Materialien in der gleichen Längenskala, im Bereich von einem bis zu
einigen hundert Nanometern aufeinandertreffen, erfährt das biomolekulare Templa-
ting eine steigende Resonanz. Bis jetzt haben sich auf diesem Gebiet vier verschiede-
ne Grundprinzipien etabliert: die Anbindung bereits existierender Nanostrukturen,
die Abscheidung von Anorganika aus der Gasphase sowie aus der flüssigen Phase
und die nachträgliche Strukturierung. Im folgenden werden sie an einigen Beispielen
erläutert.
2.2.1 Anbindung von Nanostrukturen
Bereits existierende Nanostrukturen können an Biotemplate angebunden werden.
Dazu eignen sich beispielsweise chemisch synthetisierte Partikel, wie Metall-, Metall-
oxid- oder Halbleiterkolloide, aber auch natürliche, wie das Biomolekül Ferritin. Bei
letzterem handelt es sich genaugenommen schon um eine durch Biomineralisation
entstandene Struktur. Ferritin ist eine aus 24 Proteineinheiten aufgebaute molekula-
re Hohlkugel mit einem Außendurchmesser von ca. 12 nm, in deren Innenbereich mit
einem Durchmesser von ca. 8 nm ein Eisenoxidkern abgelagert ist, der bis zu 4500
Eisenatome enthalten kann. Es dient bei zahlreichen Säugetieren und den Menschen
neben dem Hämoglobin als lebenswichtiger Eisenspeicher.
Werden solche natürlichen oder künstlich erzeugte Nanostrukturen an spezi-
fischen Plätzen des Biotemplates angelagert, bilden sich dadurch neue Heterostruk-
turen. Da somit spezifische Affinitätsplätze markiert werden, spricht man dabei auch
vom Dekorationsprinzip. Die Bindung kann entweder über elektrostatische Wechsel-
wirkungen erfolgen, oder an die anzubindenden Objekte werden vorher funktionelle
Gruppen verankert, die dann für eine kovalente Anbindung an das Templat sorgen.
Letzteres wurde zum Beispiel bei der Anbindung von Goldclustern an DNA über
Thiolgruppen realisiert [20]. Auch die Kopplung von Ferritinmolekülen über eine
Biotin-Streptavidin-Verbindung zu ausgedehnten Clusternetzwerken unterliegt die-
sem Prinzip [21].
Die elektrostatische Ankopplung von geladenen Kolloiden oder Molekülen, wie
Polykationisiertem Ferritin (PCF)1, bietet neben der Erzeugung von Nanohetero-
strukturen die Möglichkeit, Ladungszentren auf dem Biomolekül zu lokalisieren und
1Ferritin kann durch die Anbindung von N,N-Dimethyl-1,3-Propandiamin (DMAP) auf der
Oberfläche mit positiven Ladungen versehen werden (= kationisiert) [22].
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so Strukturaufklärung zu ermöglichen. Der Einsatz solcher Markermoleküle wurde
auch im Rahmen dieser Arbeit verfolgt (Abschnitt 5.1.1).
2.2.2 Abscheidung aus der Gasphase
Dieses Verfahren wurde zunächst nicht primär zur Erzeugung von Nanostrukturen
entwickelt, sondern zur Dekoration biologischer Strukturen genutzt, um sie anschlie-
ßend im Elektronenmikroskop sichtbar zu machen [23]. Dabei macht man sich die
Kontrasterhöhung durch metallische Strukturen zunutze (siehe Abschnitte 3.1.1 und
6.2.1). Zur Anwendung kommt entweder Schattenbedampfung, die ein Abbild der
morphologischen Oberflächenstruktur erzeugt oder die Abscheidung sehr dünner
Metallfilme über Hochvakuumbedampfung oder Sputterprozesse, wie Laserablation.
Dabei werden Affinitätszentren des Templates dekoriert, da die Metallatome beim
Auftreffen auf das Templat noch kurzzeitigen Diffusionsprozessen unterliegen und
somit energetisch günstige Positionen einnehmen [24, 25].
Der entscheidende Nachteil dieses Verfahrens in Bezug auf die gezielte Erzeugung
von Nanostrukturen ist die Beschränkung auf zwei Dimensionen. Da die Objekte vor
der Bedampfung auf einem Substrat immobilisiert werden müssen, ist eine allseiti-
ge Beschichtung nicht möglich. Für die Erzeugung von zweidimensionalen Cluster-
arrays, z.B. durch die Abscheidung von Platin/Kohlenstoff, bietet diese Technik
dagegen gute Möglichkeiten [26].
2.2.3 Abscheidung aus der flüssigen Phase
Auch in diesem Fall stammen die Grundgedanken nicht vom Biotemplating selbst,
sondern wurden von anderen Techniken übernommen. So wurde z.B. schon frühzei-
tig nach Methoden gesucht, um Kunststoffoberflächen mit dünnen Metallfilmen zu
beschichten [27]. Diese Verfahren beruhen auf der Abscheidung aus der Lösung und
gehen auf das Prinzip der stromlosen Metallisierung zurück, das erstmals von Bren-
ner und Riddel vorgestellt wurde [28, 29].
Diese Ideen auf das biomolekulare Templating zu übertragen, heißt, zunächst
Keime durch Anbindung von Ionen oder Komplexen auf dem Templat zu erzeu-
gen und die Keime anschließend über einen Abscheidungs- und Reduktionsprozeß
wachsen zu lassen2 [30]. Dabei können die Stoffe, die auf den Keimen abgeschie-
den werden, aus dem gleichen oder einem anderen Material wie die Keime selbst
bestehen. Es bilden sich Partikel einer bestimmten Größe, die auch als Cluster be-
zeichnet werden. Im Extremfall wachsen diese Cluster sogar zusammen und bilden
dann einen geschlossenen Film auf dem Templat.
Dieses Verfahren birgt zweifellos das größte Potential, sowohl was die Verwen-
dung möglicher Template angeht als auch die Steuerung der Strukturbildung durch
2Die ausführliche Diskussion der Mechanismen erfolgt im Kapitel 5.
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Variation der chemischen Parameter. In den vergangenen Jahren wurden im we-
sentlichen drei verschiedene Prinzipien bei der Abscheidung aus der flüssigen Phase
entwickelt:
1. Die Ausnutzung der Templatmorphologie, um nach Abscheidung dünner an-
organischer Filme stab- oder drahtartige Strukturen zu erhalten.
Beispiele dafür sind Nickel auf bakteriellen Rhapidosomen [9] oder auf Mikro-
tubuli [8, 31], CdS, PbS oder Eisenoxid auf Viren [13] und Platin auf DNA
[15].
2. Der Einschluß anorganischer Materialien in nanoskaligen Hohlräumen.
Beispiele sind Polyoxometallate in Viruskapseln [32] oder CdS in Proteinkäfi-
gen [11]. Auch die Abscheidung von Mangan oder anderen Metallen in Apo-
ferritin, der ungefüllten Variante des oben erwähnten Ferritinmoleküls, gehört
in diese Rubrik [33].
3. Die Belegung regelmäßiger Bindungsplätze mit anorganischen Stoffen, um pe-
riodische Nanostrukturen zu gewinnen.
Dafür sind bakterielle S-Layer-Proteine prädestiniert, die Thema dieser Arbeit
sind. In der Vergangenheit wurde bereits die Abscheidung von Platin [12] und
CdS-Partikeln auf S-Layern [34] demonstriert.
2.2.4 Nachträgliche Strukturierung
Bei diesem Verfahren werden zunächst Strukturen nach einem der ersten drei Prin-
zipien erzeugt. Dann wird mittels Ionenätzen, Sputtern, Strahlungseinfluß oder an-
derer Methoden nachträglich strukturiert. Mittels dieser Technologie wurden 1986
durch Douglas et al. [18] die ersten direkt als solche gedachten Nanostrukturen
durch biomolekulares Templating erzeugt. Bemerkenswert in Bezug auf diese Arbeit
ist außerdem, daß dafür S-Layer als Templat verwendet wurden. Der S-Layer von
Sulfolobus acidocaldarius wurde zunächst auf einem Träger immobilisiert und dann
mit Titan bedampft. Anschließend wurde durch Ionenätzen der Metallfilm selektiv
entfernt, bis nur noch ein metallisches Gitter entsprechend dem periodischen Tem-
plat vorhanden war. Dabei wurde ausgenutzt, daß die Ätzgeschwindigkeit selektiv
vom darunterliegenden Templat abhängt, das Metall in den Poren wird schneller ab-
getragen als auf den Proteinstegen. Entscheidend bei diesem Verfahren sind somit
nicht spezifische Affinitäten des Templates, sondern vielmehr dessen morphologische
Eigenschaften. Damit kann man das Jahr 1986, obwohl wie oben erwähnt die Prin-
zipien viel weiter zurückreichen, als Geburtsjahr des Biotemplatings bezeichnen.
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2.3 Möglichkeiten und Grenzen
des Biotemplatings
Das biomolekulare Templating bietet faszinierende Möglichkeiten, um Einblicke in
Mechanismen zu erhalten, die auf der Nanometerskala ablaufen. Die Erzeugung von
anorganischen Strukturen dieser Größe, die im Moment durch kein anderes Verfahren
bereitgestellt werden können, birgt aber auch ein großes Potential für technische
Anwendungen. Das können mechanische Aufgaben sein, die von Nanomaschinen
ausgeführt werden. Auch die Nutzung innerhalb einer Nanoelektronik ist denkbar
oder die Bereitstellung von Elementen für eine Nanochemie, bei der Reaktionen mit
kleinsten Stoffmengen ablaufen. Dazu müssen die erzeugten Strukturen entweder
untereinander zu größeren funktionellen Komponenten gekoppelt oder in mikro-
bzw. makroskopische Systeme implementiert werden. Wie bei anderen Bottom-Up-
Strategien sind dafür einige grundlegende Anforderungen an die Template und/oder
die darauf erzeugten Nanostrukturen zu erfüllen [35]:
• Nötig sind charakteristische intrinsische Funktionalitäten, wie sterische, opti-
sche, elektronische oder katalytische Eigenschaften.
• Für die Kopplung der verschiedenen Nanostrukturen müssen die Einzelstruk-
turen quasi programmierbar sein in ihrem spezifischen Aufbau, in ihrer An-
ordnung und Form und ihren dynamischen Eigenschaften, um Selbsterkennung
und Selbstassemblierung zu gewährleisten.
• Die Einzelbausteine sollten durch ihre Größe die Lücke schließen zwischen
dem durch Top-Down-Technologien, wie Lithographie, erreichbaren Submi-
krometerbereich und dem durch andere Bottom-Up-Verfahren, wie chemische
Synthese, adressierbaren Subnanometerbereich.
Betrachtet man die Vielzahl bereits als Biotemplat eingesetzter Strukturen, erschei-
nen die Einsatzmöglichkeiten zunächst unbegrenzt. Es gibt aber mögliche Probleme,
die nicht außer Acht gelassen werden dürfen. Eine erste mögliche Schwierigkeit be-
steht in der Bereitstellung der Template. Für technische Anwendungen jeder Art sind
immer große Mengen erforderlich. Die Frage nach der Skalierung in große Maßstäbe
stellt sich z.B. bei den in dieser Arbeit verwendeten S-Layern. Wie im Kapitel 4 dar-
gestellt wird, ist die Anzucht großer Mengen aufgrund der Gefahr der Einstellung
der S-Layer Produktion durch die Bakterien unter Laborbedingungen risikobehaftet.
Außerdem werden mit steigender Komplexität der verwendeten Moleküle auch deren
Variationsmöglichkeiten immer größer. So besteht die Möglichkeit, daß durch geneti-
sche Veränderungen plötzlich Moleküle erzeugt werden, die für eine vorher erprobte
Technologie nicht mehr einsetzbar sind. Mit steigender Kenntnis auf dem Gebiet
biologischer Mechanismen scheinen diese Probleme aber beherrschbar zu werden.
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Zweitens ist die Abscheidung immer an Bedingungen geknüpft, die für das Templat
verträglich sein müssen. Diese müssen nicht zwingend physiologisch sein, jedoch
sind die Temperatur-, pH-, Druck- und Konzentrationsbereiche jeweils stark einge-
schränkt.
Das mit Abstand größte Problem ist jedoch die Handhabung der erzeugten
Strukturen. Für technische Anwendungen kommt eine Einzelmanipulation z.B. mit-
tels optischer Pinzette oder rastersondenmikroskopischer Methoden nicht in Be-
tracht. Es bleibt also nur, die Selbstassemblierungsmethoden und spezifischen Bin-
dungsmöglichkeiten der Moleküle bzw. Nanostrukturen voll auszunutzen, was für
die jeweilige Einzelstruktur, wie z.B. DNA, recht gut funktioniert [36, 37]. Es gibt
dagegen kaum Kopplungen verschiedener Strukturen3. Man kann die gegenwärti-
ge Situation als Zustand beschreiben, in dem bereits eine Vielzahl an Bausteinen
existiert, aber noch kein ideales Prinzip, die Bausteine so anzuordnen und zu kom-
binieren, wie man das möchte. Aber auch hier ist, entsprechend den oben gestellten
Anforderungen, mit steigendem Know-how auf dem Gebiet der Biotechnologie durch
die konsequente Ausnutzung der Selbsterkennung und -assemblierung mit Lösungen
zu rechnen.
Grenzenlose Euphorie in Bezug auf die technische Anwendung des biomolekula-
ren Templatings ist somit vielleicht etwas übertrieben, dennoch werden die nächsten
Jahre wohl noch erstaunliche Ergebnisse auf diesem Gebiet hervorbringen. Un-
abhängig davon birgt dieses Prinzip aber ein riesiges Potential, um neue Erkennt-
nisse über grundlegende Mechanismen und Gesetzmäßigkeiten der uns umgebenden
Natur zu gewinnen.
3Während des Verfassens dieser Arbeit konnte durch Mitarbeiter des IfWW der TU Dresden
und des MPI für Zellbiologie und Genetik Dresden erstmals die gezielte Kopplung von DNA mit
Mikrotubuli demonstriert werden.
3 Analytische Methoden
Da die Größen der im vorangegangenen Kapitel vorgestellten Strukturen im Nano-
meterbereich angesiedelt sind, schließt sich die Verwendung der konventionellen
Lichtmikroskopie zur Charakterisierung von vornherein aus. Stattdessen ist man auf
elektronenmikroskopische oder rastersondenmikroskopische Verfahren angewiesen,
um sowohl die biologischen Ausgangsobjekte als auch die darauf erzeugten Struk-
turen abzubilden. Bei beiden Verfahren muß man jedoch die Beeinflussung der zu
untersuchenden Strukturen durch die Untersuchungsmethode selbst beachten.
Um nicht nur das Endresultat zu charakterisieren, sondern auch Aussagen über
den Prozeß als solchen und dessen Kinetik treffen zu können, sind diese bildge-
benden Verfahren nur bedingt geeignet. Die Transmissionselektronenmikroskopie
läßt durch den Ausschluß einer Untersuchung in situ1 bestenfalls Momentaufnah-
men von Zwischenresultaten zu. Die Rasterkraftmikroskopie bietet dagegen zwar
prinzipiell die Möglichkeit einer in situ-Abbildung durch den Einsatz von Flüssig-
zellen, jedoch konnte sie für die Methode des biomolekularen Templatings bisher
noch nicht angewendet werden. Ursache dafür ist vor allem die Beeinflussung der
Abbildungseigenschaften durch die für das Beschichten des Biotemplates notwen-
dige veränderte chemische Umgebung. Somit kann für die Prozeßcharakterisierung
vorerst nur auf nichtbildgebende Verfahren zurückgegriffen werden. Vor allem die
UV/VIS-Spektroskopie bietet sich hier an, da sie es ermöglicht, sowohl die Verände-
rung beteiligter chemischer Komponenten als auch die Bildung von Nanostrukturen,
wie Clustern, zu verfolgen.
3.1 Transmissionselektronenmikroskopie
Die maximal erreichbare Auflösung eines optischen Mikroskops wird gemäß der von
Abbe ermittelten Beziehung
dmin = 0.61λ/A (3.1)
1in situ: lat.;
”
am Ort“ ; diese Art der Untersuchung findet direkt am Ort des Prozesses statt,
oder anders ausgedrückt: während des Prozesses wird die Probe am gleichen Ort untersucht.
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durch die verwendete Wellenlänge λ begrenzt (dmin ist der minimale Abstand zweier
Objektpunkte, die im Bild noch getrennt dargestellt werden können, A = n sin u
ist die numerische Apertur des Mikroskops mit dem Brechungsindex n und dem
Öffnungswinkel u der Objektivlinse.). Aus diesem Grund ist man für die direkte op-
tische Abbildung von nanoskaligen Objekten wie Biomolekülen und daraus erzeugten
Strukturen auf die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) angewiesen.
Die Wellenlänge der im TEM zur Abbildung verwendeten Elektronen liegt nach
der von de Broglie gefundenen Beziehung
λ = h/
√
2meU (3.2)
zwischen 2.2 und 4 pm (je nach verwendeter Beschleunigungsspannung U ; m ist die
Masse und e die Ladung des Elektrons). Die damit theoretisch erreichbare Auflösung
von 1.4 bis 2.4 pm wird in der Praxis jedoch aus Gründen, auf die im Abschnitt 3.1.2
noch eingegangen wird, nicht erreicht. Tatsächlich können heute Strukturdetails bis
hinab zu etwa 100 pm erfaßt werden.
3.1.1 Konventionelle Transmissionselektronenmikroskopie
Prinzipiell ist ein TEM aus den gleichen optischen Komponenten aufgebaut wie ein
Lichtmikroskop, mit dem Unterschied, daß statt optischer Linsen aus Glas elektro-
magnetische Spulensysteme zum Fokussieren verwendet werden. Die Beleuchtungs-
quelle des TEM ist eine Kathode, die entweder durch Aufheizen (z.B. Wolfram-
Haarnadel- oder LaB6-Kathode) oder durch hohe Felder (Feldemissionskathode;
engl.: field emission gun; FEG) Elektronen emittiert. Diese werden anschließend
in einem Hochspannungsfeld je nach Mikroskop auf eine Energie zwischen 100 und
300 keV beschleunigt. Der Elektronenstrahl wird durch den Kondensor fokussiert
und durch ein Ablenksystem auf die gewünschte Probenstelle gelenkt. Dort erfährt
der Strahl eine Wechselwirkung, die ihn im weitesten Sinne so verändert, daß er
nach dem Probendurchgang Informationen über die Probe enthält (siehe folgenden
Abschnitt
”
Abbildungsmechanismus“). Mittels der Objektivlinse werden diese In-
formationen in einen Bildkontrast umgesetzt. Durch weitere Projektionslinsen wird
das Endbild auf eine Gesamtvergrößerung von bis zu 106fach gebracht. Die Elektro-
nen treffen dann entweder auf einen Leuchtschirm, dessen Beschichtung durch sie
zum Leuchten angeregt wird (Fluoreszenz), oder sie belichten eine auf Elektronen
empfindliche Photoplatte oder eine Kamera, die ihrerseits das Bild an einen Rechner
weitergibt.
Abbildungsmechanismus
Der Abbildungsmechanismus im TEM ist sehr komplex und ohne mathematischen
Hintergrund nur unzureichend zu erklären. Er soll im folgenden zumindest ansatz-
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weise skizziert werden, da er großen Einfluß auf die Interpretierbarkeit von TEM-
Aufnahmen hat. Dieser Umstand kommt vor allem bei der Bildanalyse und Bildver-
arbeitung, dem zentralen Thema im Kapitel 6, zum Tragen.
Der Abbildungsmechanismus beruht auf der Wechselwirkung der Elektronen mit
den Atomen des zu untersuchenden Objektes, die prinzipiell entweder als elastische
oder inelastische Streuung auftreten kann. Dagegen tritt Absorption am Objekt
faktisch nicht auf.
Die elastische Streuung ist Resultat der elektrostatischen Wechselwirkung ei-
nes Elektrons mit dem Potential der Kernladung. Sie ist um so stärker, je größer die
Coulombkraft wirkt, d.h. je höher die Ladung des Kerns ist. Mittlere Streuwinkel lie-
gen im Bereich von 0.1 rad. In besonders große Winkel gestreute Elektronen können
durch Absorption an Blenden (Objektiv- bzw. Kontrastblende) aus dem Strahl ent-
fernt werden. Sie tragen dann nicht mehr unmittelbar zur Abbildung des Objektes
bei, rufen aber einen deutlichen Streuabsorptionskontrast hervor2. Deshalb bettet
man biologische Objekte oft in schwermetallhaltige Stoffe ein (siehe Abschnitt 6.2.1
und Anhang A.7.2) oder bedampft sie mit Metallen.
Die inelastische Streuung beruht dagegen auf der Wechselwirkung der einfallen-
den Elektronen mit der Elektronenhülle des Objektatomes unter Energietransfer
∆E. Die Strahlelektronen werden dabei ebenfalls abgelenkt, mit Streuwinkeln in
der Größenordnung von 10−5 rad aber viel weniger als bei der elastischen Streuung.
Die vor dem Objektdurchgang nahezu monoenergetische Strahlung erfährt durch das
∆E, das im Bereich bis ca. 2 keV liegen kann, eine deutliche spektrale Verbreiterung.
Da die Fokussierung der Elektronen durch die Optik des TEM wellenlängenabhängig
ist, kommt es wegen der chromatischen Aberration zu Unschärfen. Subjektiv verbes-
sern läßt sich eine solche Abbildung teilweise durch den Einsatz von Energiefiltern,
der aber auch stets mit einem Informationsverlust einhergeht. Vor allem bei biologi-
schen Proben kann es durch den Energieeintrag zur irreversiblen Strahlenschädigung
kommen, die einerseits die Untersuchungszeit im TEM einschränkt und andererseits
Strukturen als Artefakt erzeugen kann, die in der Ausgangsprobe nicht vorhanden
sind (Abschnitt 6.2.1).
Die Abbildung dünner Objekte kann nur durch Wellenoptik richtig beschrieben wer-
den. Da die Elektronen im TEM nahezu monoenergetisch sind und die (virtuelle)
Strahlquelle relativ weit vom Objekt entfernt liegt, kann man sie auch als ebene
Welle Ψin betrachten:
Ψin = |Ψin| exp(2πi~kin~r) . (3.3)
2Mit der Verwendung von Blenden wird jedoch auch die Apertur A verkleinert, was nach Glei-
chung 3.1 einen Verlust an Auflösung mit sich bringt. Vor allem bei Hochauflösung ist deren Einsatz
daher nicht sinnvoll.
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Diese Welle wird entsprechend der internen Struktur bzw. dem inneren Potential3
des durchstrahlten Objektes in Amplitude (t(x, y) = 1 − a(x, y)  1) und Phase
(ϕO(x, y)  1) moduliert und auf der Austrittsseite als Objektwelle bezeichnet:
ΨO(x, y) = Ψin a(x, y) exp(iϕO(x, y)) . (3.4)
Da die Modulation bei dünnen Objekten gering ist, kann die Objektwelle durch eine
Taylorentwicklung in Amplitude und Phase genähert werden:
ΨO(x, y) ≈ Ψin(1 − t + iϕ) . (3.5)
Dünne biologische Objekte, die vor allem aus leichten Elementen bestehen, werden
als reine schwache Phasenobjekte betrachtet, d.h. sie modulieren durch ihr Objekt-
potential die Phase der Welle, erzeugen dagegen praktisch keine Amplitudenmodu-
lation4.
Bei idealer Abbildung schwacher Phasenobjekte durch die Objektivlinse wäre
deshalb keinerlei Kontrast zu beobachten, das Objekt wäre praktisch
”
unsichtbar“.
Ursache dafür ist, daß jeder Detektor nur Intensitäten wahrnimmt, diese sind jedoch
bestimmt durch das Quadrat der Amplitude der zugehörigen Wellenfunktion. Das
bedeutet, daß die Phasenlage der Welle bei dieser Detektion verlorengeht.
In der Lichtoptik umgeht man diese Schwierigkeit durch den Einsatz der
Zernike-Phasenplatte. Dabei wird die vom Objekt phasenverschobene Welle mit ei-
ner vom Objekt unbeeinflußten Referenzwelle, deren Phase durch die Zernike-Platte
um γ = π/2 verschobenen wird, zur konstruktiven Interferenz gebracht, was zu ei-
nem sichtbaren Kontrast führt.
In der Elektronenoptik gibt es eine solche Phasenplatte nicht. Ein vergleichbarer
Effekt wird aber dadurch erzielt, daß elektromagnetische Linsen in der Realität nicht
ideal sind, sondern durch die noch nicht korrigierte sphärische Aberration und den
Defokus die Phasenlage der durch sie hindurchtretenden Welle ebenso verändern.
Dies wird durch die sogenannte Wellenübertragungsfunktion (engl.: wave transfer
function; WTF ) beschrieben5:
WTF = T exp(−iγ) . (3.6)
Deren Realteil bezeichnet man als Amplituden- (ACTF ), den Imaginärteil als
3Das Objektpotential entspricht dem Brechungsindex in der Lichtoptik.
4Oft werden auch biologische Proben, die durch Schwermetallsalze negativ kontrastiert wurden
(siehe 6.2.1 und A.7.2), als schwache Phasenobjekte betrachtet. Da aber in diesem Fall auch ein
deutlicher Streuabsorptionskontrast auftritt, ist diese Annahme dann eigentlich nicht mehr gültig.
Zur rein qualitativen Interpretation der Bilder in Bezug auf die Übertragungsfunktion kann diese
Näherung trotzdem gemacht werden.
5Die Abhängigkeiten der WTF wurden mit leichten Abwandlungen aus [38] und [39] entnom-
men.
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Phasenkontrastübertragungsfunktion (PCTF ):
ACTF = T cos(γ) ,
PCTF = T sin(γ) . (3.7)
Dabei ist T ≤ 1 ∈ IR ein Dämpfungsfaktor, und γ ∈ IR die Wellenaberration, die
die Phasenschiebung der Objektivlinse quantifiziert. Sie ist mit der Zernike-Phasen-
schiebung vergleichbar, aber leider nicht über den gesamten Beugungswinkel- bzw.
Raumfrequenzbereich konstant und setzt sich im wesentlichen aus zwei Anteilen
zusammen:
γ = γz + γs . (3.8)
Darin beschreibt
γz = −πλ∆zk2 (3.8-a)
die Phasenschiebung der durchtretenden Elektronenwelle abhängig vom eingestellten
Defokus ∆z, der Wellenlänge λ der Elektronen und der Ortsraumfrequenz k, und
γs =
π
2
Csλ
3k4 (3.8-b)
berücksichtigt den Öffnungsfehler, der zu einer zusätzlichen Phasenschiebung führt.
Cs ist die für jedes Mikroskop charakteristische Konstante der sphärischen Aberra-
tion. Für die verwendeten Geräte liegt Cs zwischen 1 und 2 mm.
Neben diesen kohärenten führen die inkohärenten Aberrationen zum genannten
Dämpfungsfaktor T . Die chromatische Aberration entspricht der Energieverbreite-
rung des Strahls durch die in Realität nicht absolut monochromatische Energievertei-
lung der Elektronenquelle. Sie führt zusammen mit weiteren Energieverbreiterungen
durch Schwankungen der Hochspannung und Instabilitäten im Linsenstrom zu einer
Dämpfung TEnergie der WTF . Diese Dämpfung ist in den Betrachtungen im Kapi-
tel 6 zu den Auswirkungen der WTF gegenüber einem zweiten Dämpfungsfaktor
TApertur jedoch vernachlässigbar:
TApertur = exp
[
−
(
π√
ln 2
β
{
Csλ
2k3 − ∆zk
}
)2
]
. (3.9)
Der Faktor β quantifiziert die endliche Ausdehnung der Elektronenquelle (Beleuch-
tungsapertur) und beträgt für Geräte mit FEG-Quelle zwischen 0.005 und 0.2 mrad
und für solche mit LaB6-Quelle zwischen 0.5 und 1 mrad.
In der Abbildung 6.10 auf Seite 95 ist entsprechend diesen Abhängigkeiten die
PCTF für verschiedene Defokuswerte dargestellt.
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Abbildung 3.1:
Schema zum Abbildungsmechanismus im
TEM nach [38, 40]. Durch das Objekt wer-
den Amplitude und Phase der durchtreten-
den ebenen Welle moduliert. Bei dünnen
biologischen Objekten (
”
schwache Phasen-
objekte“) wird fast nur die Phase beein-
flußt. Sowohl die Amplitude als auch die
Phase der Objektwelle werden dann durch
die Objektivlinse und deren Übertragungs-
funktion in die Amplitude der Bildwelle
und damit in das aufgezeichnete Bild ab-
gebildet. Die Methode der Holographie er-
laubt dagegen, auch die Phase der Bildwelle
zu analysieren.
Durch ihre abbildende Eigenschaft und die Kohärenz der Elektronen bringt die Ob-
jektivlinse den vom Objekt gebeugten (phasenverschobenen) Strahlanteil mit dem
ungebeugten Teil der Welle zur Interferenz. Dadurch kommt es zu einer wahrnehm-
baren Amplitudenmodulation. Die im TEM aufgenommenen Bilder enthalten somit
immer sowohl Anteile der Amplitude als auch der Phase der Objektwelle (Abb.
3.1). Man spricht deshalb davon, daß die Phase eines Objektes durch die PCTF
zum Teil in Bildkontrast umgewandelt wird. Die Stärke dieser Umwandlung hängt
entsprechend der Gleichung 3.8-a stark vom Defokus ∆z der Linse ab. In der Pra-
xis bedeutet das, daß man bei schwachen Phasenobjekten durch Defokussieren ein
wesentlich kontrastreicheres Bild erhält, im perfekten Fokus dagegen fast kein Kon-
trast sichtbar ist. Als problematisch erweist sich aber, daß die PCTF nicht über
den gesamten Beugungswinkelbereich (=Auflösungsbereich) konstant, sondern ent-
sprechend der Gleichung 3.7 eine oszillierende Funktion verschiedener Größen (z.B.
∆z) ist [41]. Die Konsequenz sollte sein, Bilder bei einem schwachen Unterfokus
aufzunehmen, bei dem die PCTF über einen großen Bereich nahezu konstant ist6.
TEM-Aufnahmen enthalten also in Abhängigkeit der Fokusbedingungen nur teil-
weise die Objektinformationen. Die korrekte Interpretation und die Vermeidung von
Artefakten setzt somit eine Analyse der zur Aufnahme gehörenden WTF voraus,
was durch die Auswertung des Fourierspektrums der Aufnahme erfolgt (Abschnitt
6.3.1).
6Die Wahl des Unterfokus richtet sich nach der Strukturgröße des untersuchten Objektes. Für
die hier betrachteten biologischen Template erweist sich nach Abschnitt 6.3.1 ein Defokus von
ca. -300 nm als günstig. In der Hochauflösung arbeitet man dagegen meist im sogenannten Scherzer-
fokus bei ∆z ≈ -60 nm (je nach Mikroskop) [38].
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Das wird verständlich, wenn man den Abbildungsmechanismus nach der Abbildungs-
theorie der Mikroskopie von Abbe mit Hilfe der Fouriertransformation beschreibt
(siehe auch Abschnitt 6.3.1): In der hinteren Brennebene der Objektivlinse findet
sich die Fraunhofersche Beugungswelle, die der Fouriertransformierten der Objekt-
welle FT [ΨO] entspricht. Nach dem Huygens’schen Prinzip kann jeder Punkt der
hinteren Brennebene als Ausgangspunkt einer Kugelwelle betrachtet werden. Die
Bildwelle entsteht dann als Interferenz dieser Kugelwellen, was der inversen Fou-
riertransformation FT−1[FT [ΨO]] ≡ ΨO entspricht. Analog der obigen Betrach-
tung käme es damit bei idealer Abbildung eines schwachen Phasenobjektes, d.h.
ΨB = ΨO, zu keinem sichtbaren Kontrast in der Bildintensität I:
I = ΨBΨB . (3.10)
Der bereits erwähnte Ausweg ist der reale Abbildungsfehler der Linse, der die Pha-
senschiebung γ hervorruft (Gl. 3.6). Er geht in diese Beschreibung als Multiplikation
der Fouriertransformierten mit der Übertragungsfunktion ein, so daß sich die Bild-
welle zu:
ΨB = FT
−1[FT [ΨO] · WTF ] (3.11)
ergibt7. Mit den Gleichungen 3.4 und 3.5 wird daraus:
ΨB = FT
−1[FT [Ψin(1 − t + iϕ)] · WTF ]
= FT−1[(δ(0) − FT [t] + iFT [ϕ]) · WTF ]
= 1 + FT−1[(−FT [t] + iFT [ϕ]) · WTF ] . (3.11-a)
Die konstante Amplitude |Ψin| der einfallenden Welle wurde dabei der Einfachheit
halber vernachlässigt. Die konjugiert komplexe Bildwelle kann entsprechend8 darge-
stellt werden als:
ΨB = 1 + FT
−1[−(FT [t] + iFT [ϕ]) · WTF ] . (3.11-b)
Damit ergibt sich die Intensität I unter Vernachlässigung der quadratischen Terme
zu:
I ≈ 1 + FT−1[(−FT [t] + iFT [ϕ])WTF − (FT [t] + iFT [ϕ])WTF ]. (3.12)
Das Ausmultiplizieren führt dann zu:
I = 1 + FT−1[−2FT [t]T cos(γ) + 2FT [ϕ]T sin(γ)] . (3.13)
7Die Vergrößerung durch die Objektivlinse wird hier der Einfachheit halber vernachlässigt.
8Für eine komplexwertige Funktion f gilt: FT [f(x)] = FT [f(−x)] [42]. Zerlegt man die Funk-
tion in Real- und Imaginärteil f = g + ih, so ergibt sich daraus: FT [g(x)] = FT [g(−x)] und
FT [ih(x)] = −FT [ih(−x)].
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Die Fourieranalyse eines TEM-Bildes mittels Powerspektrum, das dem Diffrakto-
gramm entspricht, ergibt damit:
FT [I]2 = δ(0) + 4FT [t]2T 2 cos2(γ)
−4FT [t]FT [ϕ]T 2 cos(γ) sin(γ) + 4FT [ϕ]2T 2 sin2(γ) . (3.14)
Für schwache Phasenobjekte deren Amplitudenmodulation vernachlässigbar ist
(t(x, y)  1), liefert das Diffraktogramm demnach Informationen über die PCTF :
FT [I]2 = δ(0) + 4FT [ϕ]2T 2 sin2(γ) , (3.15)
was bei der Bildauswertung beispielsweise zur Charakterisierung der Fokuslage einer
Aufnahme ausgenutzt wird (Abschnitt 6.3.1).
3.1.2 Hochauflösende Transmissionselektronenmikroskopie
Von hochauflösender Transmissionselektronenmikroskopie (HRTEM) spricht man,
wenn die atomare Struktur des untersuchten Objektes aufgelöst werden kann. Dazu
sind Vergrößerungen über 100.000fach nötig. Die Abbildung beruht dabei ausschließ-
lich auf elastischer Streuung, d.h. der Abbildungsmechanismus bei HRTEM ist nur
unter den im vorangegangenen Abschnitt beschriebenen rein wellenoptischen Aspek-
ten zu betrachten. Die für die Abbildung atomarer Strukturen notwendige Auflösung
im Subnanometerbereich wird dabei im wesentlichen begrenzt durch:
1. Die Qualität der Elektronenquelle.
Wichtigstes Kriterium ist eine hohe Kohärenz der Quelle, die überhaupt erst ei-
ne wellenoptische Abbildung ermöglicht. Sie wird quantifiziert durch den axia-
len Richtstrahlwert, der die bei ausreichender Winkelkohärenz zur Verfügung
stehende Stromdichte angibt. Ein hoher Richtstrahlwert kann nur durch den
Einsatz einer Schottky- oder Feldemissionsquelle (FEG) erreicht werden. Ei-
nige der verwendeten Mikroskope waren mit einer solchen FEG-Quelle aus-
gerüstet (Tabelle 3.1).
2. Die Abbildungsfehler der Objektivlinse.
Dabei spielt vor allem der unvermeidliche Öffnungsfehler sowie Defokussie-
rung eine Rolle, aber auch chromatische und Beugungsfehler verringern die
erreichbare Auflösung.
3. Die Strahlenempfindlichkeit der untersuchten Objekte.
Vor allem bei der Untersuchung organischer bzw. biologischer Objekte stel-
len die durch die Elektronen hervorgerufenen Strahlenschäden den limitieren-
den Faktor für die maximal erreichbare Auflösung dar. Der Energieeintrag bei
der inelastischen Streuung führt einerseits zur Erwärmung der Probe, so daß
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sie thermisch zersetzt wird, andererseits direkt zum Aufbrechen der teilweise
schwachen Bindungen bei Kohlenwasserstoffen. Probenveränderungen durch
den Einfluß der Strahlung spielen im Rahmen dieser Arbeit eine nicht zu ver-
nachlässigende Rolle und werden deshalb ausführlich im Kapitel 6 diskutiert.
Dennoch sind Probenveränderungen im Mikroskop nicht ausschließlich negativ
zu beurteilen. Beispielsweise ist durch gesteuerten Energieeintrag die Erzeu-
gung von anorganischen Nanostrukturen auf biologischen Templaten in situ im
TEM möglich (siehe Abschnitt 5.3).
4. Die externen Störungen.
Sowohl mechanische Schwingungen als auch elektromagnetische Felder beein-
flussen die Abbildung im TEM. Vor allem bei Höchstauflösung machen gering-
ste Störungen im TEM-Labor, wie z.B. Schallwellen in normaler Lautstärke
oder das elektromagnetische Feld einer Straßenbahn in einigen hundert Me-
tern Entfernung, eine gute Abbildung unmöglich. Deshalb wurden die hoch-
aufgelösten Aufnahmen der Clusterstrukturen fast ausschließlich im TEM-
Speziallabor Triebenberg der TU Dresden durchgeführt. Die dortigen Bedin-
gungen in störungsfreier Umgebung ermöglichen die maximale Ausnutzung der
TEM’s bis zum Auflösungslimit der Geräte.
3.1.3 Elektronenholographie
Die im Abschnitt zum Abbildungsmechanismus (Seite 12) dargestellten Probleme für
die konventionelle TEM, wie die teilweise schwierige Interpretierbarkeit von Bildern
und der Verlust der Phaseninformation, lassen sich mit Hilfe der Elektronenholo-
graphie teilweise beheben. Wie aus dem Schema in Abb. 3.1 ersichtlich ist, besteht
der Grundgedanke darin, die Phase in der Bildebene ebenfalls aufzuzeichnen. Es
geht somit keine Information mehr verloren, sondern wird lediglich entsprechend
der WTF zwischen Amplitude und Phase umgeordnet. Kennt man die WTF , so
kann diese Umordnung nachträglich zurückgerechnet werden. Dadurch ist einerseits
ein Defokussieren bei schwachen Phasenobjekten nicht mehr nötig. Andererseits ge-
winnt man Informationen über großflächige Phasenstrukturen des Objektes, die
nicht durch dessen Morphologie gebildet werden. Sie werden beispielsweise durch
elektrische oder magnetische Nanofelder hervorgerufen. Zusätzlich, und das stellt
die Hauptanwendung der Holographie im Rahmen dieser Arbeit dar, gewinnt man
Informationen über die (relative) Dicke eines Objektes, da die Stärke der Phasen-
schiebung durch das Objekt von der zurückgelegten Wegstrecke der Welle und dem
inneren Potential des Objektes abhängt.
Die Phase ϕO der Objektwelle kann interferometrisch über die Aufnahme eines
Hologrammes aufgezeichnet werden. Dazu wird bei der im TEM verwendeten so-
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genannten off-axis-Holographie ein Möllenstedt’sches Biprisma9 [43] zwischen der
Objektivlinse und der ersten Zwischenbildebene eingesetzt. Ein Teil der einfallen-
den Welle durchdringt die Probe und ändert dabei entsprechend der Objektstruktur
ihre Amplitude und Phase. Der andere Wellenanteil läuft als Referenz unbeeinflußt
durch das Vakuum. Durch das Prisma werden Referenzwelle und Bildwelle in der
Bildebene überlagert, was durch Interferenz zum Hologramm führt. Dieses Holo-
gramm, vorerst ein normal-sichtbares, aber nicht einfach zu deutendes Bild10, kann
durch die CCD-Kamera des TEM in einem Computer gespeichert und anschließend
numerisch weiterverarbeitet werden. Man bezeichnet die Extraktion der gespeicher-
ten Welle als Rekonstruktion der Bildwelle.
Ein weiterer Vorteil der Holographie, vor allem im Hochauflösungsmodus besteht
darin, daß nachträglich alle Möglichkeiten der wellenoptischen Korrekturmöglichkei-
ten von Bildfehlern, die im TEM selbst hardwaremäßig nur schwer oder gar nicht
zu bewerkstelligen sind, angewandt werden können. Auf weitere Einzelheiten soll
hier nicht eingegangen werden, stattdessen wird auf Übersichtsartikel von Lichte zu
diesem Thema verwiesen [38, 40].
Lorentzmodus
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Holographieuntersuchungen fanden
ausschließlich im Lorentzmikroskopiemodus statt. Dabei wird statt der Hochauf-
lösungsobjektivlinse, die in diesem Modus ausgeschaltet bleibt, eine Lorentzlinse
verwendet. Diese Linse, die auch als TWIN2-Linse bezeichnet wird, ist eine in den
unteren Polschuh der Objektivlinse eingebettete Minilinse. Sie wurde für eine kon-
trastreiche Abbildung von magnetischen und biologischen Präparaten entwickelt. Da
ihre Brennweite ca. 10fach und der Öffnungsfehler ca. 350fach größer ist als bei dem
konventionellen Objektiv, kommt es entsprechend dem Abbildungsmechanismus zu
einer Verstärkung des Phasenkontrastes auf Kosten der Auflösung. Die theoretische
Punktauflösung bei der Lorentzmikroskopie beträgt zwar nur 2.2 nm, das erscheint
aber für die Untersuchungen auf dem Gebiet der Biotemplate als ausreichend.
Ein entscheidender Vorteil dieses Verfahrens besteht darin, daß sich die Probe
durch das Abschalten der Objektivlinse quasi im feldfreien Raum befindet und somit
auch magnetische Proben, wie z.B. mit Ferromagnetika beschichtete Biomoleküle,
untersucht werden können.
9Ein dünner (Durchmesser ca. 300 nm) goldbeschichteter positiv geladener Draht.
10Dieses Bild enthält neben dem konventionellen Bild |ΨB |2 Hologrammstreifen mit der Träger-
raumfrequenz, die durch die Bildamplitude ΨB kontrastmoduliert und durch die Bildphase ϕB
positionsmoduliert wird.
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3.1.4 Verwendete Elektronenmikroskope
Für die elektronenmikroskopischen Untersuchungen kamen für diese Arbeit verschie-
dene Geräte der Firma Philips zum Einsatz. Sie sind in Tabelle 3.1 aufgelistet.
Typ Kathode Beschleunigungs- Bildaufnahme Standort
spannung in kV
CM200 W/LaB6 160-200 Planfilme, Scanner 1
CM200 FEG 200 (1024Pixel)2-CCD-Kamera 2
CM30 FEG 300 (2048Pixel)2-CCD-Kamera 2
EM420 W 100 Planfilme, Scanner 3
CM12 LaB6 120 (1024Pixel)
2-CCD-Kamera 3
CM20 FEG 160 (2048Pixel)2-CCD-Kamera 3
Tabelle 3.1: Verwendete Transmissionselektronenmikroskope. Standorte: 1. TU Dresden,
IAPD, Zellescher Weg; 2. TU Dresden, IAPD, Speziallabor Triebenberg; 3. MPI für Bio-
chemie Martinsried, Abt. Molekulare Strukturbiologie. Das CM200 FEG im Speziallabor
Triebenberg ist zusätzlich mit einer TWIN2-Linse für Untersuchungen im Lorentzmodus
und mit einem Möllenstedt’schen Biprisma zur Elektronenholographie ausgestattet.
3.2 Rasterkraftmikroskopie
Bei der Rasterkraftmikroskopie (engl.: scanning force microscopy, SFM oder auch
atomic force microscopy, AFM) handelt es sich um eine Variante der Rastersonden-
mikroskopie. Sie erzielte unter anderem durch die vergleichsweise einfache Abbildung
biologischer Strukturen im nativen Zustand ihren Durchbruch. Ein Cantilever mit
einer feinen geätzten Spitze, deren Spitzenradius im Nanometerbereich liegt, wird
mittels Piezosteuerung über die Probenoberfläche gerastert. Dabei kann die Spit-
ze im Kontakt mit der Probe sein und diese ähnlich einer Schallplatte abtasten
(Kontaktmodus), oder die Spitze wird durch eine externe Quelle zu Schwingungen11
angeregt, deren Dämpfung durch die Wechselwirkung mit der Probe während des
Abrasterns detektiert wird (Tappingmodus). Bei beiden Verfahren wird die Bewe-
gung des Cantilevers über die Auslenkung eines reflektierten Laserstrahls registriert.
Beide Modi können im Prinzip sowohl an einer getrockneten Probe unter norma-
ler Umgebungsatmosphäre als auch in einer Flüssigzelle in wäßriger Lösung durch-
geführt werden. Die auf einem Träger immobilisierten Objekte brauchen dafür weder
kontrastiert noch in irgendwelche Medien eingebettet zu werden. Mittels Flüssigzelle
ist man sogar in der Lage, die Strukturen unter physiologischen Bedingungen, also
11Typische Frequenzen dafür liegen zwischen 5 und 500 kHz.
22 KAPITEL 3. ANALYTISCHE METHODEN
in ihrer nativen Umgebung, zu untersuchen. Außerdem werden durch die Flüssig-
keit die Adhäsionskräfte minimiert, was die Probe schont und eine höhere Auflösung
ermöglicht. Allerdings ist sie seitens der Präparation wesentlich aufwendiger als Un-
tersuchungen an Luft und auch nicht für alle Proben geeignet.
Über die Auslenkung des Cantilevers läßt sich nicht nur das Höhenprofil der Pro-
be detektieren, sondern z.B. auch die Kraft auf den Cantilever bei der Auslenkung,
wodurch sich beispielsweise Materialkontraste sichtbar machen lassen. Im Tapping-
modus zeichnet man neben dem Höhensignal auch die Amplitude der Schwingung
auf. Da das resultierende Bild der Ableitung des Höhenbildes nahekommt, werden
Höhenänderungen relativ einfach sichtbar gemacht.
Bei allen genannten Vorteilen des SFM gibt es auch Schwierigkeiten, durch die
einerseits bestimmte Proben völlig ungeeignet sind, andererseits die Interpretation
der erhaltenen Bilder mit Sorgfalt erfolgen muß. Die Bilder hängen beispielsweise
extrem von der Form der Spitze und ihrer Wechselwirkung mit dem Objekt ab.
Auch die Parameter bei der Aufnahme können die Ergebnisse massiv beeinflussen.
In der Abbildung 3.2 sind die Einflüsse der Spitze schematisch dargestellt. Idealer-
weise wird die Struktur durch eine extrem dünne Spitze abgerastert, dabei sollte die
Spitze der Oberfläche trägheitsfrei folgen können. In diesem Fall würde die Ober-
fläche exakt dargestellt, lediglich Hohlräume der Unterseite blieben verborgen (Abb.
3.2 A). In Realität ist die Spitze leider nicht unendlich dünn, sondern weist einen
endlichen Spitzenradius von einigen Nanometern auf. Die Folge ist, daß die Ober-
fläche verschmiert abgebildet wird und vor allem kleine Poren verborgen bleiben.
Zusätzlich werden die Objekte verbreitert dargestellt, da die Flanke der meist pyra-
midenförmigen Spitze an deren Kanten gewissermaßen schräg abgleitet (Abb. 3.2 B).
Bemerkenswert ist dabei, daß die detektierte Höhe der Objekte von der Spitzenform
nicht beeinflußt wird.
Der ungünstigste Fall ergibt sich, wenn die abrasternde Spitze nicht sphärisch
ist, sondern eine Doppelspitze oder andere abweichende Formen aufweist. Es kommt
dann in der Abbildung zu sogenannten Spitzenartefakten, die das Bild meist völlig
unbrauchbar machen (Abb. 3.2 C).
Von mathematischen Gesichtspunkten aus handelt es sich bei SFM-Abbildungen
um eine Faltung der Spitzenform mit der Objektstruktur:
Bild ∼= Objektfunktion ⊗ Spitzenform . (3.16)
In der Abbildung sind diese Artefakte deutlich daran zu erkennen, daß scharfe Er-
hebungen auf der Probe, wie z.B. Partikel, immer die gleiche geometrische Form
aufweisen. Diese Form ist ein Abbild des vorderen Teils der Spitze. Bei Doppelspit-
zen wird jede Objektstruktur O(x) lateral etwas verschoben (O(x− x0)) ein zweites
mal abgebildet.
Obwohl die rasterkraftmikroskopischen Abbildungen somit in unterschiedlichem
Ausmaß stets artefaktbehaftet sind, stellen sie eine wichtige Ergänzung zu elektro-
3.2. RASTERKRAFTMIKROSKOPIE 23
Abbildung 3.2:
Schematische Darstellung des Einflusses der Spitzenform
auf die Abbildung im SFM. Die jeweils untere Darstellung
zeigt das resultierende Höhenprofil.
A) Eine extrem dünne und somit ideale Spitze bildet die
Oberfläche korrekt ab, nur die Unterseite der Probe bleibt
verborgen.
B) Der endliche Spitzenradius einer realen Spitze verursacht
eine scheinbare Verbreiterung der Struktur.
C) Im Fall einer Doppelspitze kommt es zu Spitzenartefak-
ten.
nenmikroskopischen Abbildungen dar, die ihrerseits Artefakte völlig anderen Ur-
sprungs enthalten können. Ein Vergleich der mit beiden Verfahren gewonnenen Bil-
der ermöglicht damit eine genauere Aussage über die tatsächliche Struktur. Außer-
dem bietet sich das SFM überall dort an, wo die Proteintemplate auf technologisch
interessanten, elektronenmikroskopisch jedoch nicht durchstrahlbaren Trägern im-
mobilisiert werden.
In der vorliegenden Arbeit wurden SFM-Aufnahmen ausschließlich im Tapping-
modus an Luft gemacht. Dabei stellt die Kapillaranziehung zwischen einem im-
mer auf der Probe vorhandenen Wasserfilm [44] und der Spitze die dominierende
Kraft dar. Diese überwiegt über der attraktiven van der Waals-Kraft, deren Ursa-
chen Coulomb-, Debye- oder London-Dispersionskräfte sind [45]. Daraus resultieren
zwar eine gegenüber dem Kontaktmodus in der Flüssigzelle geringere Auflösung und
zusätzliche Trocknungsartefakte des Proteins. Die erzielten Resultate und der hohe
präparative Aufwand für die letztere der beiden Methoden rechtfertigen jedoch diese
Einschränkungen. Der Tappingmodus gewährleistet außerdem gegenüber dem Kon-
taktmodus, daß beim Scannen der Probe kaum Lateralkräfte auf die Probe wirken,
die das Protein zerstören können.
Das Protein kann bei rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen an Luft nach
der Verdunstung des umgebenden Wassers seine Konformation ändern und dabei
im einfachsten Fall in der Dicke schrumpfen. Das stellt für die biologisch motivierte
Strukturaufklärung einen Nachteil dar, spielt beim Biotemplating aber eher eine
untergeordnete Rolle, da die erzeugten Nanostrukturen im Falle einer technischen
Nutzung in den seltensten Fällen in wäßriger Lösung zum Einsatz kommen werden.
Alle für diese Arbeit gemachten AFM-Untersuchungen wurden an einem Nano-
scope IIIa der Firma Digital Instruments im Tappingmodus durchgeführt.
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3.3 UV/VIS-Spektroskopie
Durch den vergleichsweise geringen technischen Aufwand gehört die UV/VIS-Spek-
troskopie zu den am verbreitetsten Spektroskopiearten für flüssige Proben. Sie bie-
tet im Rahmen dieser Arbeit zusätzlich zu den abbildenden Analysemethoden die
Möglichkeit, die Kinetik von Reaktionsverläufen in situ zu charakterisieren.
3.3.1 Technische Grundlagen
Trotz der Vielzahl von UV/VIS-Spektrometern, die derzeit in Labors eingesetzt
werden, entspricht das technische Prinzip stets dem folgenden Schema:
Die zu untersuchende flüssige Probe (Lösung oder Suspension) befindet sich
in einer für Licht durchlässigen Küvette. Aus dem Lichtspektrum einer oder ver-
schiedener Quellen, die einen großen Wellenlängenbereich des sichtbaren und des
niederenergetischen UV-Bereiches abdecken, wird über einen Monochromator eine
bestimmte Wellenlänge herausgefiltert. Dieses monochromatische Licht wird dann
über einen Teiler in zwei gleiche Strahlanteile zerlegt, nach Fokussierung geht einer
davon durch die zu analysierende Probe, der zweite Strahl durch eine Referenzprobe
(im einfachsten Fall durch Luft). Beide Strahlen werden dann einzeln auf einen De-
tektor (Photozelle oder Photomultiplier) geleitet und der Photostrom I der Probe
relativ zum Photostrom I0 der Referenz als Meßgröße registriert.
Obwohl man also im Prinzip immer die Transmission als Funktion der
Wellenlänge T (λ) = I(λ)/I0(λ) mißt, wird meistens die Größe Absorption
A = 1 − T ausgewertet12. Nach dem Lambertschen Gesetz ist die absorbierte Strah-
lungsenergie ∆E proportional zur Dicke d der absorbierenden Schicht:
∆E = k · E0 · ∆d . (3.17)
Da die Energie E proportional zur Lichtstärke und damit zum Photostrom I ist,
folgt nach Integration und Umstellung die gewöhnlich angegebene Form des Lam-
bertschen Gesetzes13:
− lg I
I0
= k · d . (3.18)
Die Absorptionskonstante k kann über das Beersche Gesetz k = ε·c mit dem molaren
Extinktionskoeffizienten ε und der Konzentration c der Lösung ausgedrückt werden,
12Die an der Küvette auftretende Reflexion kann, da sie gleichermaßen an der Referenz oder
einer vergleichenden Messung mit einer Blindlösung auftritt, bei der Auswertung unberücksichtigt
bleiben.
13In der Konstante k ist der Faktor zur Umrechnung vom natürlichen zum dekadischen Loga-
rithmus enthalten.
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woraus das Lambert-Beersche Gesetz folgt14:
Abs = − lg I
I0
= ε · c · d . (3.19)
Die Absorption sollte in der Praxis unter 2 liegen, was bedeutet, daß maximal 99 %
des Lichtes in der Probe absorbiert werden. Bei höheren Absorptionen treffen nur
noch so wenige Photonen auf den Detektor, daß dessen elektronisches Rauschen
überwiegt und keine zuverlässige Messung mehr erfolgen kann. Gleiches gilt für
zu geringe Absorptionen kleiner als 0.01. In diesem Fall ist der Unterschied der
Photoströme der Detektoren für Probe und Referenz zu gering und damit im Bereich
des Rauschens.
Einen guten Überblick über die UV/VIS-Spektroskopie gibt das Buch
”
UV/VIS-
Spektroskopie für Anwender“ [46].
3.3.2 Spezifische Absorption
Bei der Spektroskopie von Molekülen können durch die Einstrahlung von Lichtener-
gie prinzipiell drei Veränderungen hervorgerufen werden:
• Elektronische Anregung des Moleküls in einen höheren Energiezustand,
• Verstärkung der Molekülschwingung,
• Verstärkung der Molekülrotation.
Die durch diese drei Vorgänge hervorgerufenen Energieabsorptionen in der Probe
sind spezifisch und führen zu charakteristischen Anregungsspektren. Für kleine Mo-
leküle können die Energiezustände aus der Molekülorbital- oder Valenzbandtheorie
näherungsweise berechnet werden, bei großen Molekülen geht man von empirisch
gewonnenen Daten aus. In der vorliegenden Arbeit geben diese Spektren wichtige
Anhaltspunkte zur Charakterisierung des Zustandes der für das Biotemplating ver-
wendeten Metallkomplexe. Bei den dabei ablaufenden Reaktionen werden deshalb
die Spektren in bestimmten Zeitabständen aufgezeichnet.
3.3.3 Unspezifische Absorption und Streuung
Neben den charakteristischen Spektren durch spezifische Absorption kommt es bei
Anwesenheit von Partikeln in der Probenlösung zu einer unspezifischen Absorption
14Der negative dekadische Logarithmus des Verhältnisses von transmittierter zur Ausgangsstrah-
lung wird als Extinktion bezeichnet. Diese Größe ist einheitenlos. Traditionsgemäß wird jedoch
vor allem im englischsprachigen Raum stattdessen von
”
absorbance“ gesprochen und als Einheit
”
Abs“ angegeben, obwohl die Extinktion nicht nur die Absorption, sondern auch die Streuung um-
faßt (siehe Abschnitt 3.3.3). In dieser Arbeit wird trotzdem zur Vereinfachung stets von Absorption
statt Extinktion gesprochen, diese Größe aber korrekterweise ohne Einheit angegeben.
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und Streuung. Die theoretischen Grundlagen dieses Vorgangs wurden bereits 1908
von Mie [47] an kolloidalen Metallösungen beschrieben. Abbildung A.1 im Anhang
A.8.4 zeigt aus dieser Theorie errechnete Spektren für kugelförmige Platin- und
Palladiumkolloide. Die von Mie gemachte Einschränkung auf kugelförmige Kolloide
wurde später von Gans [48] auf Rotationsellipsoide verallgemeinert, was den in Pra-
xis vorkommenden Kolloidlösungen näher kommt. Ohne hier im einzelnen auf diese
Theorien einzugehen, seien deren wesentliche Resultate genannt:
1. Es tritt sowohl eine Lichtschwächung durch Streuung als auch durch Lichtab-
sorption in den Teilchen auf.
2. Für Partikel mit Durchmessern sehr viel kleiner als die verwendete Wellenlänge
λ überwiegt die Absorption über der Streuung. Für Teilchen in der Größen-
ordnung λ/100 kann die Streuung sogar vernachlässigt werden.
3. Für Kolloide mit Durchmessern zwischen 2 und 20 nm ist die Lichtabsorption
nicht vom Durchmesser abhängig, sondern von der Teilchenkonzentration in
der Lösung. Ausnahmen bilden die Metalle mit einer langen mittleren freien
Weglänge für Elektronen, wie Silber, Gold oder Alkalimetalle.
4. Bei stark verdünnten Kolloidlösungen (c < 1018/Liter) ist die Absorption dann
proportional zur Teilchenanzahl.
Im Vorgriff auf die experimentellen Ergebnisse sei hier schon erwähnt, daß eine quan-
titative Auswertung der Spektren für den Fall komplexer Lösungen oder Suspensio-
nen, wie sie hier untersucht werden, nicht mehr möglich ist. Es können jedoch über
den zeitlichen Verlauf der Absorption bei einer bestimmten Wellenlänge qualitative
Aussagen über den Verlauf der Clusterbildung gemacht werden.
3.3.4 Quantifizierungsmethoden
Da die Absorption nach dem Lambert-Beerschen Gesetz (Gl. 3.19) proportional zur
Konzentration ist, kann man mit dem Spektrometer auch Konzentrationen quan-
tifizieren. Voraussetzung dafür ist allerdings, daß es sich um reine Lösungen oder
einfache Gemische handelt. Die Messung sollte bei einer Wellenlänge erfolgen, bei der
eine gut zu detektierende Absorption erreicht wird (siehe Abschnitt 3.3.1). Es wer-
den dann Referenzmessungen für mehrere definierte Konzentrationen durchgeführt
und daraus die Konstante ε bestimmt. Anschließend kann dann daraus und aus der
Absorption der zu quantifizierenden Lösung deren Konzentration berechnet werden.
Meistens erfolgt diese Berechnung durch die Software des Spektrometers automa-
tisch.
Anwendung findet die Konzentrationsbestimmung zum Beispiel für die Quanti-
fizierung der Proteinkonzentration (siehe Anhang A.3). Allerdings ist dort bedingt
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durch eine Farbstoffreaktion der Zusammenhang zwischen der Konzentration c und
der Absorption nicht mehr linear, sondern quadratisch.
3.3.5 Verwendete UV/VIS-Spektrometer
Alle in dieser Arbeit gezeigten Meßergebnisse entstanden an einem Spektrometer
”
Cary 50 Bio“ der Firma Varian (Australien). Dieses Gerät ist ein Zweistrahlspek-
trometer für den Wellenlängenbereich von 190 bis 1100 nm. Der Referenzstrahl geht
immer durch Luft, so daß jeweils zusätzlich eine Referenzmessung zur Aufnahme
einer sogenannten
”
Baseline“ erfolgt, die dann automatisch von den Meßspektren
abgezogen wird. Die Art der Referenzmessungen wird in den jeweiligen Abschnit-
ten der experimentellen Ergebnisse angegeben. Die Lichtquelle dieses Spektrometers
ist eine mit 30 Hz gepulste Xenon-Blitzlampe, die nur während der Meßzeit ange-
steuert wird. Dadurch werden vor allem photosensitive Proben geschont. Die Mes-
sungen können durch eine Temperiereinrichtung bei einer definierten Temperatur
durchgeführt werden.
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4 S-Layer
Zahlreiche Prokaryonten1 besitzen als äußerste Struktur und gleichsam als Schnitt-
stelle zur Außenwelt eine reguläre Proteinschicht. Sie bildet einen quasi-zweidimen-
sionalen Parakristall2 und bedeckt die gesamte Oberfläche der Bakterien- bzw. Ar-
chaeazellen lückenlos.
Abbildung 4.1:
TEM-Aufnahme eines Gefrier-
bruchpräparates einer Sporosarci-
na ureae-Zelle (Aufnahme von H.
Engelhardt, MPI Martinsried aus
[49]). Die gesamte Zelloberfläche
ist nahezu lückenlos durch ein
quadratisches S-Layer-Gitter
bedeckt.
Obwohl der für diese Schicht heute gebräuchliche Begriff des S-Layers (engl.: surface-
layer, Oberflächenschicht) erst seit 1976 verwendet wird [50], ist die Existenz re-
gulärer Strukturen bereits seit 1953 bekannt [51].
Zum gegenwärtigen Zeitpunkt sind bereits einige hundert verschiedene S-Layer-
tragende Stämme bekannt, die sich auf fast alle phylogenetischen Zweige von Bak-
terien oder Archaea verteilen. Die genaue Zahl ist aufgrund der permanent wach-
senden Anzahl an Veröffentlichungen auf diesem Gebiet nur schwer zu bestimmen.
Vor allem einige Review-Artikel geben einen guten Überblick über den momentanen
1Organismen, deren Zellen keinen, durch eine Membran getrennten Zellkern aufweisen.
2Durch die gekrümmte Form der Zellen kann der S-Layer-Kristall nicht fehlerlos, d.h. kein echter
Einkristall sein, sondern weist vielmehr Versetzungen und Korngrenzen auf. Da bei der Rekristal-
lisation an Grenzflächen (siehe Abschnitt 4.4.3) jedoch theoretisch auch Einkristalle entstehen
können, wird in der vorliegenden Arbeit der Einfachheit halber statt von Parakristallen nur von
Kristallen gesprochen.
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Stand auf dem Gebiet der S-Layer-Forschung [52, 53, 54]. Die im nächsten Abschnitt
vorgestellten Eigenschaften wurden im wesentlichen daraus entnommen.
4.1 Eigenschaften
Bei aller Vielfalt unterschiedlichster S-Layer-Typen, die im Laufe der Evolution ent-
standen sind, gibt es grundlegende Eigenschaften, die bei den meisten S-Layern
auftreten.
S-Layer bestehen gewöhnlich aus jeweils einer einzigen Protein- oder Glykopro-
teinspezies mit einem Molekulargewicht zwischen 40 und 200 kDa3.
Die daraus aufgebauten Schichten weisen schiefwinklige, quadratische oder hexa-
gonale Anordnungen und dementsprechend verschiedene Symmetrien (p1, p2, p3, p4
und p6) mit Gitterkonstanten zwischen 3 und 35 nm und monomolekularen Dicken
von 5 bis 20 nm auf. Regelmäßige Poren von 2 bis 8 nm Durchmesser können bis
zu 70% der Fläche einnehmen. S-Layer bilden damit ein quasi-zweidimensionales
Gitter, das eine der simpelsten biologischen Membranstrukturen darstellt. Durch
rasterkraftmikroskopische Untersuchungen an einem S-Layer von Deinococcus ra-
diodurans konnte nachgewiesen werden, daß diese Poren reversibel zwischen einem
offenen und einem scheinbar geschlossenen Zustand wechseln können [55, 56]. Die
Innenseite der S-Layer ist oft stärker strukturiert als deren Außenseite4.
Es gibt bis dato noch keine publizierte molekulare Struktur eines S-Layer-Prote-
ins. Ursache dafür sind die schlechten Kristallisierungseigenschaften in die dritte Di-
mension, die Röntgenstrukturuntersuchungen bisher unmöglich gemacht haben. Man
ist daher für Strukturuntersuchungen nach wie vor auf elektronen- und rasterkraft-
mikroskopische Studien angewiesen. Die Auflösungsgrenze für Biomoleküle in der
Elektronenmikroskopie liegt zur Zeit bei ca. 0.85 nm in Projektion und bei ca. 1 nm
für 3D-Rekonstruktionen und in der Rasterkraftmikroskopie etwas unterhalb von
1 nm [56]. Seit Beginn der achtziger Jahre wurden zahlreiche dreidimensionale Struk-
turen von S-Layern veröffentlicht (Abb. 4.2), die fast ausschließlich durch die Re-
konstruktion von TEM-Bildserien unter verschiedenen Kippwinkeln entstanden [57].
Die Zahl sequenzierter, d.h. auf ihre biochemische Zusammensetzung untersuchter
S-Layer-Proteine nahm in letzter Zeit stark zu, mittlerweile sind die Primärstruktur-
kodierenden Sequenzen von mehr als 70 identifizierten S-Layer-Genen verfügbar [59].
Obwohl die Sequenz eines Proteins dessen Sekundär- und Tertiärstruktur meistens
eindeutig definiert, ist es bislang leider nicht möglich, diese vorauszuberechnen.
Die S-Layer-Monomere sind mit wenigen Ausnahmen bei Archaea weder unter-
3kDa (Kilo-Dalton), Einheit für das Molekulargewicht: 1Da = 1u = 1.66054 · 10−24 g, damit
entspricht 1 Da=1 g/mol.
4Als Außenseite wird die mit der Umgebung der Zelle in Kontakt stehende, als Innenseite die
dem Periplasma zugewandte Seite des S-Layers bezeichnet.
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Abbildung 4.2: Rekonstruktion der dreidimensionalen Struktur des S-Layers
von Sporosarcina ureae ATCC 13881 aus TEM-Kippserien (aus [58]). Das linke
Bild zeigt die Außenseite, das rechte Bild die Innenseite. Jedes der Bilder
entspricht der Fläche von 4 Elementarzellen, d.h. (25.6 nm)2.
einander noch mit der darunterliegenden Zellwandkomponente kovalent verknüpft,
sondern nur über schwächere Wechselwirkungen, wie Wasserstoffbrücken, hydropho-
be Wechselwirkungen, ionische Bindungen über zweiwertige Kationen oder direkte
Wechselwirkung polarer Gruppen verbunden. Außerdem sind die Bindungskräfte der
Monomere untereinander stärker als die, die für die Bindung zur darunterliegenden
Schicht verantwortlich sind.
Das S-Layer-Protein enthält durchschnittlich 40-60 % hydrophobe und nur weni-
ge oder keine schwefelhaltigen Aminosäuren. Der isoelektrische Punkt pI liegt meist
zwischen 4 und 6.
Da der Anteil des S-Layers mit 7 bis 12 Prozent am gesamten Protein der Zelle
einen beträchtlichen Energieaufwand zu seiner Synthese erfordert, muß seine Aufga-
be für die Zelle essentiell sein. Man vermutet, daß der Schutz gegen mechanische und
chemische Einflüsse die wichtigste Funktion darstellt. S-Layer zählen zu den physika-
lisch und chemisch stabilsten Proteinen. Vor allem die der Extremophilen überstehen
teilweise Bedingungen, bei denen das Überleben von Organismen schwer vorstellbar
ist. Es existieren S-Layer, die Temperaturen bis 140oC, extreme chemische Angriffe
mit Säuren wie Trichloressigsäure oder Ameisensäure oder mit Detergenzien (SDS)
oder chaotropen Medien (6M GHCl) überstehen. Andere S-Layer tragende Spezies
wachsen bei pH-Werten bis 0.5 im sauren Bereich oder unter extrem osmotischem
Druck bei hohen Salzkonzentrationen.
Die regelmäßigen Poren bilden ein molekulares Sieb, das Moleküle oberhalb einer
bestimmten Größe (15-40 kDa), die für den Organismus schädlich sein können, am
Eindringen in die Zelle hindert. Untermauert wird diese These einer Schutzfunktion
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von der Tatsache, daß die Bakterienstämme manchmal nach einigen Anzuchtzyklen
unter Laborbedingungen die Produktion von S-Layer-Protein einstellen. Man geht
davon aus, daß die Bakterien bei der Abwesenheit äußerer Streßfaktoren die ent-
sprechenden S-Layer-Gene abschalten und so die energieaufwendige Produktion des
Proteins stoppen.
Ebenso wird die Funktion als Ionenfalle oder Enzymgerüst diskutiert. Aber auch
die bessere Verankerung auf Flächen durch die Adsorptionseigenschaften der S-Layer
sind denkbar. Da die Virulenz von S-Layern pathogener Bakterien für bestimmte
Spezies nachgewiesen wurde, spielen S-Layer offensichtlich auch in den Beziehungen
zu anderen Organismen eine tragende Rolle.
Eine vor allem in Bezug auf diese Arbeit bemerkenswerte Funktion der S-Layer ei-
niger im Meer oder in Seen vorkommender Bakterien besteht in der Abscheidung von
Gips und Kalzit durch Biomineralisation aus dem Seewasser [60]. Da die vollständige
Bedeckung den Tod der Zelle zur Folge hätte, werden diese mineralisierten S-Layer-
Schichten regelmäßig abgestoßen.
S-Layer stellen kein taxonomisches Merkmal auf der Speziesebene von Bakterien
dar, sondern können für verschiedene Stämme der gleichen Spezies völlig unter-
schiedlich sein. Auch deren Veränderung durch genetische Mutation, hervorgerufen
durch veränderte Umwelteinflüsse, wurde beobachtet. Diese Effekte stellen damit
auch mögliche Probleme für eventuelle technische Nutzungen dar.
4.2 Präparation
Bis jetzt haben sich zwei verschiedene Verfahren etabliert, um reines S-Layer-Protein
von Bakterien zu gewinnen. Das erste Verfahren führt zu unzerlegten S-Layer-
Stücken, das zweite Verfahren zu einer Proteinmonomerlösung, die dann für eine
Rekristallisation (siehe Abschnitt 4.3) zur Verfügung steht.
Beiden gemeinsam ist zunächst die Anzucht der benötigten Menge Bakterien
(Biomasse) in einer geeigneten Nährlösung, das anschließende Abernten, d.h. Tren-
nung der Biomasse von der Nährlösung und das mechanische Aufbrechen der Zellen
mittels Schwingmühle, Ultraschall- oder Hochdruckhomogenisator. Resultat sind die
nach Zentrifugation zurückbleibenden Zellwandbruchstücke.
Beim ersten Verfahren werden anschließend sukzessiv mittels biochemischer Rea-
genzien störende Zellwandbestandteile entfernt. Nach einigen Reinigungsschritten
bleiben dann S-Layer-Fetzen, sog. Sheets von einigen hundert Nanometern Kan-
tenlänge übrig (Abb. 4.3). Sie werden in einer Pufferlösung suspendiert5 und bei
4oC aufbewahrt. Dieses Verfahren wurde genutzt, um die S-Layer für die Expe-
rimente im Rahmen dieser Arbeit bereitzustellen und ist deshalb ausführlich im
5Da es sich um größere zweidimensionale S-Layer-Kristalle handelt und nicht um einzeln vor-
liegende Proteinmonomere, wird hier von einer Suspension statt einer Lösung gesprochen.
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Abbildung 4.3: S-Layer-Sheets von Bacillus sphaericus NCTC 9602 nach dem
ersten der beschriebenen Verfahren isoliert, TEM-Aufnahme einer unmittel-
bar nach der Präparation mit Uranylacetat negativ kontrastierten Probe. Die
Probe besteht zum größten Teil aus planaren monolagigen Strukturen. An ei-
nigen Stellen sind die Sheets während der Adsorption auf dem Kohlefilm des
TEM-Grids umgeklappt, typisch dabei gleichermaßen wie beim Falten von
S-Layer-Röhren die entlang der [11]-Richtung des Gitters geknickte Kante.
Anhang A.2 beschrieben.
Im Gegensatz dazu wird beim zweiten Verfahren das S-Layer-Protein mittels
chaotroper Reagenzien6 direkt von den Zellwänden abgelöst und separiert und liegt
dann zunächst in Monomerform, also als S-Layer-Proteinlösung vor. Auch die S-
Layer-Sheets aus dem ersten Verfahren lassen sich nach der Präparation mittels
6chaotrop: wasserstoffbrückenbindungsspaltend, z.B. Harnstoff oder Guanidiniumhydrochlorid
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chaotroper Reagenzien in Monomere zerlegen. Entfernt man die zerlegende Reagenz
aus der Lösung, was prinzipiell über Dialyse, Filtration oder Ultrazentrifugation
erfolgen kann, so können die Monomere unter bestimmten Bedingungen wieder zu
2D-Kristallen assemblieren.
Eine weitere Methode zur Bereitstellung von S-Layer-Protein wird durch moder-
ne Verfahren der Biotechnologie ermöglicht: Die Expression eines S-Layer-Genes in
E. coli -Bakterien oder Hefezellen führt zur Produktion großer Mengen des Proteins
durch diese Zellen [61].
4.3 Rekristallisation in der Lösung
Bereits in den Anfangszeiten der S-Layer-Forschung wurde festgestellt, daß die Bil-
dung der Gitter aus den S-Layer-Monomeren nicht durch die Unterlage, also die
Zellwand gesteuert wird, sondern eine intrinsische Eigenschaft des Proteins darstellt
[62], deren treibende Kraft die Minimierung der freien Enthalpie ist. Das hat zur Fol-
ge, daß in einer Proteinlösung aus Monomeren mit der Zeit S-Layer kristallisieren,
die denen auf den intakten Zellen entsprechen. Die bei der Präparation gewonnenen
Proteinlösungen zeigen diese Tendenz, sobald das zur Zerlegung eingesetzte chaotro-
pe Medium entfernt wird. Man spricht dann von sogenannter Selbstassemblierung
oder Rekristallisation von S-Layern. Bei den entstehenden Kristallen kann es sich
um ein- oder doppellagige planare Strukturen handeln, aber auch die Bildung von
röhrenartigen Strukturen wird beobachtet. Dabei ist die Geschwindigkeit, die Größe
und die Art der gebildeten Formen abhängig von zahlreichen Reaktionsparame-
tern, wie Ionenstärke, pH-Wert, Temperatur und Proteinkonzentration. Ermöglicht
wird der Prozeß durch die ausgesprochene Anisotropie der Proteinmonomere. Durch
räumliche Ladungsunterschiede weisen sie Dipolcharakter auf und orientieren sich
demnach beim Kristallisationsprozeß definiert zueinander [63].
Da sowohl für die Strukturanalyse als auch für den Einsatz als biomolekulares Tem-
plat große Kristalle wünschenswert sind, wurden im Rahmen dieser Arbeit Experi-
mente zur Zerlegung und nachfolgenden Rekristallisation der S-Layer von Bacillus
sphaericus NCTC 9602 und Sporosarcina ureae ATCC 13881 durchgeführt. Dabei
konnte zunächst nur auf Literaturstudien zu anderen S-Layer-Spezies bzw. Stämmen
[64, 65, 66] sowie Ergebnisse einfacher Testexperimente von Kirsch [67] mit dem S-
Layer von S. ureae zurückgegriffen werden.
Sporosarcina ureae ATCC 13881:
Zunächst wurde die Zerlegung der S-Layer durch verschiedene Verfahren unter-
sucht. Es kamen die chaotropen Reagenzien Harnstoff und Guanidiniumhydrochlorid
(GHCl), der Metallchelatbildner Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), Natrium-
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chlorid (NaCl) in hohen Konzentrationen und pH-Wert-Veränderungen zum Ein-
satz7. Die erfolgreiche Zerlegung kann mittels UV/VIS-Spektroskopie durch eine
drastische Abnahme der Absorption bei 400 nm nachgewiesen werden8.
Danach ergibt sich eine Zerlegung durch Harnstoff- oder GHCl-Konzentrationen
größer als 2 M nach 5 bis 10 Minuten. Bei einem pH-Wert von 10 zerlegen sich die
Layer erst nach mehr als einer Stunde, bei pH=11 dagegen wesentlich schneller. Für
NaCl-Konzentrationen bis 2 M und EDTA bis 200 mM ergibt die Spektroskopie da-
gegen keine Anzeichen einer Zerlegung. Die pH-Verschiebung in den sauren Bereich
(kleiner 3) führt zu einer starken Absorptionszunahme, was auf Denaturierung des
Proteins hindeutet9.
Die Absorptionsmessungen konnten durch TEM-Untersuchungen untermauert
werden. Im Fall abnehmender Absorption der UV/VIS-Messungen konnten keinerlei
periodische Strukturen mehr gefunden werden, bei Zunahme der Absorption traten
verstärkt größere amorphe Agglomerate auf, und bei nahezu unveränderter Absorp-
tion wurden stets die kristallinen S-Layer abgebildet. Die Ergebnisse decken sich
damit im wesentlichen mit Stabilitätsuntersuchungen von Beveridge [68] an diesem
S-Layer. Eine Ausnahme bildet allerdings EDTA, Beveridge stellte im Gegensatz zu
den hier gefundenen Ergebnissen unter 5 mM EDTA-Einfluß bereits nach 10 Minuten
partielle und nach 60 Minuten völlige Zerlegung fest.
Unklar ist, wie weit die Zerlegung in die Proteinstruktur eingreift. Die Zerlegung
in Monomere betrifft zunächst nur die Quartärstruktur, denkbar ist aber auch eine
Beeinflussung der Tertiärstruktur, d.h. der Proteinkonformation. Da aber in keinem
der untersuchten Fälle die Primärstruktur des Proteins und damit die Information
für den räumlichen Aufbau verändert wird, sollten diese Zerlegungen in jedem Fall
reversibel sein, gegebenenfalls mit veränderter Zeitkonstante.
Nach Entfernung der zerlegenden Reagenzien durch Dialyse oder Filtration (Anhang
A.5), kann eine Proteinreassemblierung zunächst makroskopisch durch die Trübung
der Lösung bzw. weißliche Ausfällungen beobachtet werden. Die mikroskopische Un-
tersuchung solcher Proben beweist dann die Rekristallisation, allerdings wurden
neben den periodischen S-Layern auch amorphe Strukturen gefunden, über deren
Herkunft nur spekuliert werden könnte.
Bemerkenswerte Beobachtungen können über eine Umkristallisierung in der S-Layer-
Suspension auch ohne vorherige Zerlegung gemacht werden. In Suspensionen, de-
7Die Inkubation erfolgte bei 30 bis 35oC, die Proteinkonzentration betrug 0.2 mg/ml.
8Die S-Layer-Sheets haben durch ihre Größe eine wesentlich höhere unspezifische Streuung als
die Monomere.
9Die massive Konformationsänderung der Tertiärstruktur sowie die Entfaltung auf Se-
kundärstrukturebene bewirkt eine veränderte Löslichkeit des Proteins, was zu einer Ausfällung
und damit steigenden Absorption durch unspezifische Streuung führen kann.
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ren S-Layer-Fragmente unmittelbar nach der Präparation oder Rekristallisation fast
ausschließlich aus planaren Sheets besteht, werden bei TEM-Untersuchungen einige
Monate später über 90% der S-Layer als röhrenförmige Strukturen identifiziert. Die-
se haben im flach adsorbierten Zustand eine Breite von 200 bis 500 nm und weisen
teilweise Längen von mehr als 25µm auf (Abb. 4.4). Die Orientierung des Git-
ters dieser Röhren gleicht dabei der selbstassemblierter Röhren nach Zerlegung und
anschließender Rekristallisation: Die Gittervektoren verlaufen in 45 Grad-Richtung
zur Längsachse der Röhre. Das führt dazu, daß beim Adsorbieren der Röhren das
Gitter entlang der kristallographischen [11]-Achse knickt und sich die Zylinder zu
streifenartigen Doppelschichten flach zusammenlegen. Da die S-Layer quadratische
Symmetrie aufweisen, liegen die Einheitszellen der beiden Schichten dann gespiegelt
exakt übereinander. Dieser Effekt bildet damit auch die notwendige Voraussetzung
der Elektronenstrahl-induzierten Clusterbildung, die im Abschnitt 5.3 vorgestellt
wird.
Abbildung 4.4: Durch Rekristallisation in Lösung entstandene, flach adsorbier-
te S-Layer-Röhren von Sporosarcina ureae. (TEM-Aufnahmen einer mit Ura-
nylacetat negativ kontrastierten Probe.) Der mit einem weißen Quadrat mar-
kierte Bildausschnitt ist im rechten Bild vergrößert abgebildet. Diese Röhre
hat eine Länge von mehr als 26 µm. Charakteristisch für die S-Layer-Röhren
ist die 45-Grad-Orientierung des Gitters zur Längsachse der Röhre.
Die anfängliche Annahme, daß ein permanent vorliegendes Gleichgewicht zwischen
assemblierten S-Layern und einer hohen Konzentration einzelner Monomere für
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einen ständigen, einem Lösungs-/Wiederausscheidungs-Mechanismus ähnlichen Um-
kristallisierungsprozeß sorgt, konnte zumindest für diesen S-Layer nicht belegt wer-
den: Dazu wurde mittels Zentrifugation eine Separation von S-Layer-Suspensionen
in assemblierte Strukturen und Monomere durchgeführt10. Die anschließende Kon-
zentrationsbestimmung der beiden Anteile mittels Lowry-Test (siehe Anhang A.3)
ergab keine detektierbare Monomerkonzentrationen im Überstand. Die Menge des
abzentrifugierten, also assemblierten Proteins war außerdem identisch mit der vorher
bestimmten Gesamtproteinmenge in der Ausgangssuspension. Auch nach mehrmali-
gem Resuspendieren und Zentrifugation der pelletierten S-Layer blieb der Monomer-
test negativ. Dem Umkristallisierungsprozeß liegt damit ein anderer Mechanismus
zugrunde, der zum gegenwärtigen Zeitpunkt noch nicht aufgeklärt ist. Denkbar ist
die Lösung von einzelnen Monomeren aus energetisch ungünstigen Randpositionen
der Proteinkristalle und schnelle Wiederanlagerung an anderen Positionen. Dabei
sind quantitative Verhältnisse anzunehmen, bei denen die geringe Monomerkonzen-
tration unter der Nachweisgrenze liegt. Außerdem würden sich damit auch die langen
Zeitskalen dieser Umkristallisierungsprozesse erklären lassen - der Effekt wird unter
normalen Bedingungen nach Tagen oder wenigen Wochen der Lagerung nur schwach
beobachtet.
Bacillus sphaericus NCTC 9602:
Die Zerlegung dieses S-Layers erfolgt generell mit GHCl-Konzentrationen zwischen
2 und 5 M über ein bis mehrere Stunden bei Raumtemperatur. Dabei liegt das S-
Layer-Protein mit Konzentrationen zwischen 5 und 20 mg/ml entweder in einer der
Standardpufferlösungen (Anhang A.1) vor, oder das GHCl wird direkt zum Auflösen
eines durch Zentrifugation gewonnenen Feuchtpellets des Proteins eingesetzt.
Die Entfernung des GHCl erfolgt wiederum durch Dialyse wahlweise gegen Was-
ser oder CaCl2. Letzteres führt zu einer raschen Reassemblierung unter Bildung
zahlreicher S-Layer-Röhren11. Die gegen Wasser dialysierte Monomerlösung ist da-
gegen länger stabil, d.h. die Assemblierung geht wesentlich langsamer vonstatten,
außerdem bilden sich dabei kaum Röhren, sondern überwiegend planare Strukturen.
10Bei Zentrifugalkräften, die 10000 bis 20000×g entsprechen, werden in wäßrigen Lösungen nur
assemblierte S-Layer-Fragmente abzentrifugiert, während Monomere und kleinere Oligomere in
Lösung bleiben. Diese können erst mittels Ultrazentrifugation, d.h. bei Beschleunigungen von mehr
als 100000×g separiert werden.
11Dabei ist jedoch darauf zu achten, daß das S-Layer-Protein nicht in Phosphat-, sondern in
TRIS-Standardpuffer vorliegt, da es sonst zum unerwünschten Ausfallen von schwerlöslichem Kal-
ziumphosphat kommt.
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4.4 Rekristallisation an Grenzflächen
Die im vorangegangenen Abschnitt vorgestellte Fähigkeit des S-Layer-Proteins, nach
der Zerlegung in Monomere wieder zu kristallisieren, eröffnet prinzipiell auch die
Möglichkeit, große monolagige Flächen herzustellen. Dazu kann eine spezielle präpa-
rative Methode eingesetzt werden, die Langmuir-Blodgett-Technik, deren Grundla-
gen im folgenden vorgestellt werden sollen. Ausgangspunkt der Betrachtungen ist
der amphiphile Charakter oberflächenaktiver Substanzen, zu denen im erweiterten
Sinne auch die meisten S-Layer-Proteine gehören. Daran anschließend werden eigene
Ergebnisse der Rekristallisation an Grenzflächen gezeigt.
4.4.1 Amphiphile
Amphiphile Moleküle besitzen räumlich getrennte hydrophobe und hydrophile Be-
reiche12. Diese Moleküle sind, solange keine der beiden Eigenschaften dominiert,
sowohl in unpolaren organischen Lösungsmitteln als auch in Wasser löslich. Im er-
weiterten Sinne besitzen aber auch Moleküle, deren Bereiche nur unterschiedlich
stark geladen, also unterschiedlich stark hydrophil sind, den amphiphilen Molekülen
ähnliche Eigenschaften.
Bringt man amphiphile Moleküle in eine wäßrige Lösung, dann versuchen sich
die hydrophoben Molekülzonen aus energetischen Gründen ihrem wäßrigen Umfeld
zu entziehen. Dafür gibt es prinzipiell drei Möglichkeiten:
• Bildung von kugel- oder röhrenförmigen Strukturen, sog. Mizellen.
Dabei ordnen sich die Moleküle mit ihren hydrophilen Bereichen nach außen,
also zum wäßrigen Medium an, während die hydrophoben Bereiche im Innen-
bereich davor
”
geschützt“ werden.
• Bildung von Doppelschichten, sog. Lamellen.
Dabei lagern sich die hydrophoben Bereiche zueinander. Diese Schichten sind
theoretisch in der Schichtebene unbegrenzt, können jedoch durch Krümmung
geschlossene, mit der wäßrigen Phase gefüllte Kompartimente, sog. Vesikel
bilden.
• Anreicherung an der Grenzfläche zu einer benachbarten Phase mit geringerer
Polarität (z.B. Gasphase oder hydrophobe Festkörperoberfläche) unter Bil-
dung eines monomolekularen Films.
Die hydrophilen Bereiche richten sich zur wäßrigen Phase aus. Wegen dieses
Effektes werden Amphiphile auch als
”
surfactants“ (engl.: surface active) be-
zeichnet.
12hydrophob=wasserabstoßend, also ungeladen bzw. unpolar; hydrophil=wasseranziehend, also
geladen bzw. polar
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Der letzte Punkt bildet die Grundlage für die Langmuir-Blodgett-Technologie.
4.4.2 Das Langmuir-Blodgett-System (LB-System)
Der Chemiker Irwing Langmuir fertigte 1920 die ersten systematischen Studien
über monomolekulare Lipidschichten an einer Wasseroberfläche an, wofür ihm 1932
der Nobelpreis verliehen wurde. Der Transfer einer solchen Schicht auf einen fe-
sten Träger gelang einige Jahre darauf Katherine Blodgett. Dieses Verfahren wird
deshalb als Langmuir-Blodgett-Technik (LB-Technik) bezeichnet. Ein LB-System
besteht entsprechend der Abbildung 4.5 aus folgenden Komponenten:
• Ein Trog mit hohem Oberfläche/Volumen-Verhältnis.
Dieser besteht aus Teflon, einem hydrophoben und chemisch sehr inerten Werk-
stoff. Der Trog wird mit einer geeigneten Lösung gefüllt, der sogenannten
Subphase. Durch die Hydrophobie des Teflons ist es möglich, den Trog zu
überfüllen, d.h. die Subphasenoberfläche liegt dann höher als die Trogober-
kante.
• Eine Wilhelmy-Waage zur Messung der Oberflächenspannung bzw. des Film-
druckes13 der Subphase.
Sie besteht aus einem an einer Federwaage aufgehängten Plättchen (bei der
hier verwendeten Filmwaage aus platiniertem Platinblech), das in die Flüssig-
keit eintaucht. Unter vollständiger Benetzung verursacht die entlang des Quer-
schnittsumfanges U angreifende Oberflächenspannung γ eine nach unten ge-
richtete Kraft F = γ · U . Eine Änderung der Oberflächenspannung ruft dem-
nach eine Änderung der Kraft hervor, die anhand einer proportionalen Aus-
lenkung an der Waage registriert werden kann.
• Eine oder zwei bewegliche Barrieren (hier aus hydrophilem Delrin (Polyace-
tal)), mit denen ein sich auf der Oberfläche gebildeter Film komprimiert wer-
den kann.
Bei dem im Rahmen dieser Arbeit verwendeten LB-System handelt es sich um ein
KSV 2000 der Firma KSV (Helsinki). Es besteht damit sowohl die Möglichkeit, den
Filmdruck als Funktion der Zeit aufzunehmen, als auch den Filmdruck als Funktion
der Oberfläche der Subphase während der Kompression zu registrieren. In diesem
Fall spricht man von einer Isothermenmessung.
Die Übertragung der auf der Subphasenoberfläche erzeugten Filme auf ein festes
Substrat kann nach der LB-Technik oder der sogenannten Schäfer-Methode erfolgen.
13Der Oberflächen- oder Filmdruck π ist die Änderung der Oberflächenspannung durch eine
oberflächenaktive Substanz.
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Abbildung 4.5:
Schematische Darstellung eines
Langmuir-Blodgett-Systems.
Bei ersterer wird der Träger senkrecht in die Subphase eingetaucht oder aus ihr her-
ausgezogen. Wenn dabei der Filmdruck durch Verschieben der Barrieren konstant
gehalten wird, kann man den Film mit seiner hydrophoben oder hydrophilen Seite
sukzessive auf das Substrat
”
schieben“. Durch mehrmaliges Tauchen und Herauszie-
hen lassen sich prinzipiell auch Mehrfachschichten erzeugen. Bei der in dieser Arbeit
ausschließlich eingesetzten Schäfer-Methode wird das Substrat dagegen waagerecht
auf die Subphase aufgelegt, der Film adsorbiert dabei, und anschließend wird das
Substrat wieder nach oben abgehoben.
Eine umfangreiche Übersicht über monomolekulare Filme und die LB-Technologie
bietet das Buch
”
An introduction to ultrathin organic films“ [69].
4.4.3 S-Layer-Rekristallisation im LB-System
Wie bereits im Abschnitt 4.3 gezeigt, sind S-Layer in der Lage, nach Zerlegung in
Monomere erneut zu kristallisieren. Da die zwei Seiten der meisten S-Layer unter-
schiedlich stark geladen sind [67, 70, 71, 72, 73], sollten sie ein den Amphiphilen
ähnliches Verhalten zeigen. Das konnte bereits an verschiedenen S-Layern nachge-
wiesen werden, deren Monomere nach Injektion in die Subphase eines LB-Systems
an der Grenzfläche zu großflächigen Filmen kristallisierten [65, 74].
Ein Vorteil bei der Anwendung dieses Verfahrens auf S-Layer-Proteine besteht
in der Erzeugung großer Flächen, die, wenn sie auf feste Träger überführt werden,
für etwaige technische Anwendungen zur Verfügung stehen. Außerdem kann man
die Ausrichtung der beiden S-Layer-Seiten beeinflussen und somit deren seitenspezi-
fische Eigenschaften getrennt untersuchen (Abb. 4.6). Erfolgt die Kristallisation an
der Wasser-Luft-Grenzfläche, und nimmt man die Schicht mittels Schäfer-Technik
ab, sollte die negativere Seite des S-Layers auf dem Träger nach außen zeigen. Um
die weniger negative oder bei manchen S-Layern sogar nettoladungsneutrale Seite in
die Subphase zeigend und damit vom Träger abgewandt zu erhalten, wurde durch
Weinhandl ein Verfahren vorgestellt [74], bei dem zunächst auf der Grenzfläche ein
Phospholipidfilm erzeugt wird, unter den dann die Proteinmonomere injiziert wer-
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Abbildung 4.6: Schematische Darstellung der seitenspezifischen Rekristallisa-
tion von S-Layern an einer Grenzfläche. Bei einer Subphasen-Luft-Grenzfläche
orientiert sich das Protein mit der polaren Seite zur Subphase. Steht dage-
gen eine Subphasen-Lipid-Grenzfläche zur Verfügung, und ist die Kopfgruppe
des Lipides polarer als die Subphase, so orientiert sich das Protein mit der
nettoladungsneutralen oder schwächer geladenen Außenseite zur Subphase.
den. Somit steht für die Rekristallisation nicht mehr die Wasser-Luft-Grenzfläche,
sondern eine Wasser-Lipid-Grenzfläche zur Verfügung. Da die hydrophile Kopfgrup-
pe dieses Lipides in die Subphase zeigt, kann es bei Verwendung eines geeigneten
Lipides dazu kommen, daß die negativere Seite des S-Layers zum Lipid zeigt.
Verantwortlich für die elektrostatischen Wechselwirkungen der S-Layer mit der
Umgebung sind hauptsächlich die freien Carboxyl- und Aminogruppen der Außensei-
te und die freien Carboxylgruppen der Innenseite [75]. Der Einfluß solcher Gruppen
auf das Wachstum der Metallcluster auf dem S-Layer wird im nächsten Kapitel noch
ausführlicher diskutiert.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zahlreiche Versuche zur Rekristallisation an Grenz-
flächen durchgeführt. Dabei wurden für die beiden S-Layer-Proteine von B. sphae-
ricus und S. ureae14 verschiedene Subphasen, Grenzflächen und Transfertechniken
erprobt. Es sei vorweggenommen, daß es sich dabei um sehr schwierige Experimente
handelt, die schon bei teilweise geringsten Störungen oder Variationen der Bedingun-
gen nicht mehr funktionieren. Auch ohne sichtbare Ursachen werden manchmal bei
exakt identischen Versuchsbedingungen unterschiedliche Resultate erzielt. Nachfol-
gend werden nur die erfolgreichen Versuche und deren Mechanismen kurz skizziert,
ihre exakten Parameter sind im Anhang A.5 zu finden.
14Zur Vereinfachung wird im Falle des Bacillus sphaericus NCTC 9602 im folgenden nur von B.
sphaericus, im Falle des Sporosarcina ureae ATCC 13881 nur noch von S. ureae gesprochen.
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Subphasen-Luft-Grenzfläche
Zunächst wird der LB-Trog mit der entsprechenden Subphase befüllt und durch
Kompression mittels der Barrieren überprüft, daß die Lösung frei von oberflächen-
aktiven Verunreinigungen ist. In diesem Fall bleibt der Filmdruck bei Kompression
konstant, ein deutlicher Anstieg erfordert dagegen eine erneute Reinigung des Troges
und Neubefüllung. Als Subphasen haben sich für die beiden S-Layer unterschiedliche
Puffersysteme bewährt. Für B. sphaericus wird ein Boratpuffer mit hoher Kalzium-
chloridkonzentration genutzt. CaCl2 beschleunigt dabei die Rekristallisation. Für S.
ureae findet dagegen Hepes-Puffer mit wenig Magnesiumchlorid und teilweise ho-
hem Glukosegehalt Verwendung. Die Glukose erhöht die Dichte und die Viskosität
der Lösung und fördert so die Konzentration des Proteins an der Grenzfläche. In
allen Fällen ist die Zugabe von Natriumazid als Konservierungsmittel empfehlens-
wert, um die Besiedlung mit Bakterien während der langen Rekristallisationsphase
zu unterbinden.
Die durch Zerlegung und anschließende Dialyse gewonnene Proteinlösung wird
zunächst noch zentrifugiert, um bereits in der Lösung rekristallisierte S-Layer zu
entfernen. Der resultierende Überstand, der dann nur noch Monomere und kleine
Oligomere enthält, wird anschließend sofort in die Subphase injiziert. Von diesem
Zeitpunkt beginnend wird der Filmdruck registriert, der ein Maß für das an der
Oberfläche gesammelte Protein darstellt (Abbildung 4.7). Allerdings ist ein Anstei-
gen des Filmdruckes noch kein Indiz für die erfolgreiche Rekristallisation, da auch
amorphe Schichten eine Anwachsen des Filmdruckes hervorrufen. Der Wert erreicht
bei den meisten Experimenten bereits nach einigen Stunden eine Sättigung im Be-
reich zwischen 20 und 28 mN/m, kristalline S-Layer-Schichten können aber zu diesem
Zeitpunkt noch nicht beobachtet werden, sondern erst nach wenigstens 20 Stunden,
Abbildung 4.7: Zeitlicher Ver-
lauf des Filmdruckes bei der
Rekristallisation von S-Layern
von Bacillus sphaericus an der
Subphasen-Luft-Grenzfläche. Ob-
wohl der Filmdruck bereits nach
ca. 80 Minuten eine Sättigung bei
ca. 26 mN/m erreicht, können
nach dieser Zeit noch keine kri-
stallinen S-Layer nachgewiesen
werden, sondern erst nach mehr
als 20 Stunden.
manchmal sogar erst nach mehr als 40 Stunden. Ursache könnte ein nur schwacher
amphiphiler Charakter der verwendeten S-Layer-Typen sein, dann wäre die Zeit zur
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Ausrichtung nach der Diffusion zur Oberfläche ein möglicher ausschlaggebender Fak-
tor. Untermauert wird diese These von der gemessenen Filmdruckisotherme (Abb.
4.7). Sie nimmt nach dem Erreichen des Maximalwertes wieder ganz langsam ab.
Wenn sich die Monomere an der Oberfläche ausrichten und anschließend weniger
Platz benötigen, kann es zu diesem Effekt kommen.
Eine an die Rekristallisation anschließende Kompression mittels der Barrieren
führt im Gegensatz zu reinen Lipidschichten nur zum Kollabieren der Schicht und
ist daher nicht zweckmäßig, da die Lücken zwischen den S-Layer-Kristalliten dadurch
nicht zu schließen sind. Inselförmig gewachsene S-Layer lassen sich somit nicht zu
einer geschlossenen Schicht verdichten.
Die erzeugte Schicht kann mittels Schäfer-Technik auf kohlebefilmte TEM-Netz-
chen oder auf Si-Wafer übertragen werden. Erstere sind von Natur aus hydrophob,
das Silizium muß dagegen vor der Adsorption hydrophobisiert werden (Anhang
A.7.1).
Die Abbildung 4.8 zeigt eine rekristallisierte Schicht von Bacillus sphaericus.
Dabei ist zu beobachten, daß der S-Layer zwar über die gesamte Fläche nahezu die
gleiche Orientierung, aber auch Lücken aufweist. Diese sollten sich durch die weite-
re Optimierung der Parameter reduzieren oder ganz vermeiden lassen. Oft werden
jedoch auch Risse beobachtet, deren Ursache nicht im Kristallisationsvorgang selbst
liegt, sondern die technologisch bedingt beim Transfervorgang auf den Träger bzw.
beim Abheben des Trägers von der Subphase auftreten (Abb. 4.9).
Subphasen-Lipid-Grenzfläche
Für diese Experimente wird zunächst auf der Subphasen-Luft-Grenzfläche eine Li-
pidschicht erzeugt. Dazu wird das Lipid in einem geeigneten organischen Lösungs-
mittel mit hohem Dampfdruck gelöst. Für die verwendeten Lipide bieten sich Gemi-
sche aus polaren und unpolaren Lösungsmitteln an, die dem amphiphilen Charakter
der Moleküle gerecht werden.
Das Auftropfen der Lösung auf die Subphase führt zu einer sofortigen Ausbrei-
tung auf der gesamten Oberfläche, anschließend verflüchtigt sich das Lösungsmittel
rasch, und die Lipidmoleküle orientieren sich mit der Kopfgruppe zur Subphase.
Eine nachfolgende Kompression der Oberfläche führt nicht nur zur Verdichtung der
Schicht, sondern auch zur Ausbildung einer sogenannten kondensierten Phase des
Lipides.
Die unter die Lipidschicht in die Subphase injizierten S-Layer-Monomere soll-
ten sich dann mit ihrer hydrophileren Seite zum Lipid orientieren, wenn dessen
Kopfgruppe polarer ist als die verwendete Subphase. Dadurch sollten die mittels
Schäfer-Technik abgenommenen S-Layer mit ihrer Außenseite nach außen zeigen.
Für die beiden verwendeten S-Layer führten die zahlreichen Rekristallisationsex-
perimente an Subphasen-Lipid-Grenzflächen im Rahmen dieser Arbeit leider nicht
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Abbildung 4.8: TEM-Aufnahme eines S-Layers von B. sphaericus (mit Ura-
nylacetat negativ kontrastiert), der an der Subphasen-Luft-Grenzfläche rekri-
stallisiert wurde. Das S-Layer-Gitter hat fast über die gesamte Fläche die glei-
che Orientierung, allerdings zeigen sich auch Lücken dazwischen. Die dunklen
Flecken werden durch ungleichmäßiges Staining hervorgerufen und stellen kei-
ne Strukturen des S-Layers dar.
4.4. REKRISTALLISATION AN GRENZFLÄCHEN 45
Abbildung 4.9: SFM-Aufnahme
(Amplitudenbild) eines an der
Subphasen-Luft-Grenzfläche
rekristallisierten S-Layers von
B. sphaericus. Die Rekristalli-
sationszeit betrug mehr als 70
Stunden, der Si-Wafer wurde mit
Dichlordimethylsilan hydrophobi-
siert. Deutlich sichtbar sind die
Risse im Layer, die durch die
erhöhte mechanische Spannung
beim Auflegen und Abnehmen
des Wafers auftreten.
zum gewünschten Erfolg. Die Vielzahl der zu variierenden Parameter und die teil-
weise ohne sichtbare Ursachen nicht zu reproduzierenden Resultate ließen ein syste-
matisch zu charakterisierendes Ergebnis nicht zu.
Da diese Methode neben der Rekristallisation in Lösung zu S-Layer-Röhren die
einzige Möglichkeit darstellt, definiert die Außenseite der S-Layer auf dem Träger
nach außen zeigend für weitere Experimente zur Verfügung zu stellen, sind zukünftig
weitere Experimente dazu unerläßlich.
Subphasen-Festkörper-Grenzfläche
Eine weitere Möglichkeit, um große monolagige S-Layer auf einem festen Träger zu
erhalten, wird durch die direkte Kristallisation an der Grenzfläche zwischen Träger
und Subphase erreicht. Dabei werden sowohl hydrophobe Träger, wie Kohlenstoff-
beschichtete TEM-Grids oder hydrophobisierte Si-Wafer als auch hydrophile Träger,
wie im Plasma beglimmte TEM-Grids oder Glimmer eingesetzt.
Die Grenzfläche zu hydrophoben Substraten liefert teilweise recht gute Ergebnis-
se. Die Seitenausrichtung entspricht dabei der der Subphasen-Luft-Grenzfläche. Als
vorteilhaft erweist sich, daß die erzeugte Schicht nur beim Abnehmen des Substrates
einer erhöhten mechanischen Spannung ausgesetzt wird, die Schichten reißen daher
nicht so stark (Abb. 4.10). Hydrophile Substrate brachten dagegen keine auswert-
baren Ergebnisse.
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Abbildung 4.10: An einer Grenz-
fläche zwischen Subphase und ei-
nem mit HMDS hydrophobisier-
ten Si-Wafer rekristallisierter S-
Layer von S. ureae. Die SFM-
Aufnahme (Amplitudenbild) of-
fenbart die nahezu einheitliche
Orientierung über die gesamte
Fläche.
4.5 S-Layer-Screening-Verfahren
Wie in Abschnitt 4.6 erläutert wird, besitzen S-Layer ein erhebliches Potential für
mögliche Anwendungen auf biotechnologischem oder rein technischem Gebiet. Vor
allem mit der zunehmenden Forschung auf dem Gebiet des biomolekularen Templa-
tings steigt der Bedarf an neuen S-Layer-Templaten mit verschiedenen Morpholo-
gien und unterschiedlichen physikalischen und chemischen Eigenschaften, um z.B.
verschiedenartige Clusterarrays zu erzeugen. Obwohl, wie zu Beginn dieses Kapi-
tels beschrieben, bereits einige hundert S-Layer-Typen bekannt sind, eignen sich
viele von ihnen aufgrund ihrer pathogenen Wirkung oder ihrer schwierigen Kulti-
vierungsbedingungen nicht für technische Anwendungen. Außerdem stellen einige
Bakterienstämme bei längerer Kultivierung unter Laborbedingungen die Bildung
des S-Layer-Proteins ein.
Aus diesen Gründen ist es wünschenswert, ein schnelles und präzises Testver-
fahren zur Verfügung zu haben, das es erlaubt, bereits vorhandene oder neue, noch
nicht genau charakterisierte Kulturen auf das Vorhandensein von S-Layern zu testen.
Eindeutige Methoden waren bisher die Abbildung nativer S-Layer, entweder durch
Gefrierbruchpräparation ganzer Zellen [76, 77] und anschließender elektronenmikro-
skopischer Untersuchung der dabei entstandenen Repikate (Abb. 4.1) oder durch die
im Anhang A.2 beschriebene S-Layer-Präparation mit anschließender Untersuchung
der negativ gestainten oder schattenbedampften Proben im TEM. In beiden Fällen
ist die Probenpräparation schwierig und zeitaufwendig. Dadurch sind sie nicht zum
schnellen Testen geeignet. Es existierte bisher kein S-Layer-spezifisches einfaches
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zweifelsfreies und vor allem relativ schnelles Testverfahren.
Prinzipiell kann man eine Kultur zwar mittels SDS-PAGE15 vorcharakterisie-
ren. Enthält ein SDS-Gel eine dominierende Bande hohen Molekulargewichtes, so
ist das ein erstes Anzeichen für die Existenz eines S-Layer-Proteins. Leider ist die-
se Methode aber nicht zweifelsfrei, da beispielsweise verschiedene Bacillus-Spezies
bekannt dafür sind, daß sie zwar keinen S-Layer, aber große Mengen an
”
Nicht-S-
Layer-Proteinen“ besitzen, die ebenfalls eine starke hochmolekulare Bande im Gel
erzeugen. Beispiele dafür sind einige Moskito-pathogene Stämme von B. sphaeri-
cus und B. thuringiensis [78]. Auch die Existenz von Geißeln, Fimbrien (Pili) oder
Flagellen führt zu größeren Proteinbanden im Elektrophoresegel, die damit die Exi-
stenz eines S-Layers vortäuschen können.
4.5.1 Ein simples S-Layer-Testverfahren
Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde in Kooperation mit dem Institut
für Radiochemie am Forschungszentrum Rossendorf ein schnelles und zuverlässiges
Verfahren entwickelt, um Stämme Gram-positiver Bakterien auf die Existenz von
kristallinen S-Layern zu testen [79].
Bakterien lassen sich unterteilen in Gram-positive und Gram-negative Arten,
deren Unterschied im Zellwandaufbau besteht (Abb. 4.11)16. Für evtl. vorhande-
ne S-Layer bedeutet das, daß sie bei Gram-negativen Bakterien auf der äußeren
Membran gebunden sind, bei Gram-positiven Bakterien dagegen direkt auf der Pep-
tidoglykanschicht.
Versetzt man Zellkulturen mit Lysozym, einem Enzym das Peptidoglykan ver-
daut [80], so werfen die Zellen die evtl. vorhandenen S-Layer ab. Den S-Layern wird
sozusagen der Träger entzogen, wogegen die kristalline Struktur der S-Layer nicht
beeinflußt wird. Die so behandelten Kulturen können ohne weitere Schritte einer mi-
kroskopischen Untersuchung zugeführt werden (SFM oder TEM), wobei kristalline
S-Layer-Sheets zweifelsfrei identifizierbar sind (Abb. 4.12).
Der Test wurde zunächst mit vier verschiedenen S-Layer tragenden Bakteri-
enstämmen positiv durchgeführt:
1. Sporosarcina ureae ATCC 13881
2. Bacillus sphaericus FZR JG-A12
15Sodium-Dodecylsulfate-Polyacrylamide-Gelelektrophorese, ein Standardverfahren in der Bio-
chemie, um ein Gemisch aus unterschiedlichen Proteinen nach ihrem Molekulargewicht aufzutren-
nen. Man erhält ein charakteristisches Bandenmuster, ähnlich einem Strichcode, in dem jede Bande
durch einen Vergleich mit Referenzproteinen einem Protein bestimmten Molekulargewichtes zuge-
ordnet werden kann.
16Die Bezeichnungen Gram-positiv bzw. -negativ stammen von der sogenannten Gram-Färbung,
einer Färbemethode, die seit ihrer Entdeckung durch H. C. J. Gram im Jahr 1883 zur ersten
Klassifizierung von Bakterien Verwendung findet.
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Abbildung 4.11: Schema des Zellwandaufbaus von Gram-negativen (linkes
Bild) und Gram-positiven (rechtes Bild) Bakterien (nach [54]). Bei letzte-
ren kann das Enzym Lysozym von außen das Peptidoglykan angreifen und
somit zur Abstoßung der S-Layer führen. Dieses Prinzip wird für ein neues
S-Layer-Screening-Verfahren ausgenutzt.
3. Bacillus sphaericus NCTC 9602
4. Bacillus sphaericus ATCC 4525
Durch die Untersuchungen im TEM und SFM werden nach der Einwirkung des
Lysozyms verschiedene Effekte auf die Zellen registriert: Die ersten beiden der un-
tersuchten Stämme werden vollständig lysiert, d.h. durch die komplette Zersetzung
der Peptidoglykanschicht werden nicht nur die S-Layer von der Zelle abgeworfen,
sondern die Zellform durch Verlust der stabilisierenden Schicht zerstört. Die Zellen
der Stämme 3 und 4 behalten dagegen fast immer ihre Form, was besonders gut
durch SFM-Untersuchungen gezeigt werden kann (Abb. 4.13). Das ist ein Anzeichen
dafür, daß in diesen Fällen das Peptidoglykan nicht oder nur teilweise vom Lysozym
verdaut wird. Dieses Verhalten stimmt mit Ergebnissen von Sára et al. [81] überein:
Sie untersuchten das Verhalten von Bakterien nach Lysozymeinfluß durch Messung
der optischen Dichte (OD)17 dieser Suspensionen und konnten aufgrund der Kon-
stanz der OD darauf schließen, daß die peptidoglykanhaltige Schicht des Stammes
CCM 2177 (=ATCC 4525) resistent gegenüber Lysozym ist. Die hier dargestellten
Ergebnisse zeigen zusätzlich, daß das Peptidoglykan tatsächlich nicht vollständig,
17Die Messung der optischen Dichte, die mit einem VIS-Spektrometer bei Wellenlängen um
600 nm durchgeführt wird, ist ähnlich der unspezifischen Absorption an Partikeln zu verstehen
(siehe Abschnitt 3.3.3). Bleiben die Bakterienzellen unversehrt, wird viel Licht an ihnen gestreut
bzw. durch sie absorbiert, die Transmission ist gering. Werden sie zerstört, so verkleinern sich die
”
Partikel“ und die Transmission nimmt zu bzw. die optische Dichte der Suspension wird geringer.
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Abbildung 4.12: TEM- (A und B) und SFM-Aufnahmen (C und D, Ampli-
tudenbilder) von abgeworfenen S-Layer-Sheets der Zellen von Bacillus sphae-
ricus ATCC 4525 (A und C), B. sphaericus JG-A 12 (B) und B. sphaeri-
cus NCTC 9602 (D). Die Insets zeigen im Maßstab 1:2 vergrößerte Ausschnit-
te.
jedoch partiell verdaut wird, so daß die S-Layer abgestoßen werden. Die S-Layer-
Stücke lassen sich in solchen Fällen relativ leicht lokalisieren - sie hängen oft noch
teilweise an den nicht lysierten Zellen (Abb.4.13). Dieses Verhalten wurde nie bei
Proben beobachtet, die Lysozym nicht ausgesetzt waren.
Bei allen vier untersuchten Stämmen können kristalline S-Layer-Sheets von eini-
gen hundert Nanometer Ausdehnung zweifelsfrei mittels SFM und/oder TEM iden-
tifiziert werden. Die Gitterkonstante wird dann über das Powerspektrum bestimmt
(siehe Abschnitt 6.3.1) und zeigt sehr gute Übereinstimmung mit den am isolierten
Protein bestimmten und den in der Literatur veröffentlichten Werten.
Einer der Vorteile dieses Verfahrens ist, neben dem vergleichsweise geringen
präparativen Aufwand, die dafür benötigte sehr geringe Menge an Zellen. Eine Ko-
lonie einer Petrischalenkultur ist für den Test bereits ausreichend.
Die Technik sollte sich prinzipiell bei allen Gram-positiven Bakterien anwenden
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Abbildung 4.13:
SFM-Aufnahme einer Zelle von B. sphae-
ricus NCTC 9602 nach Lysozymeinwirkung
(Höhenbild). Die typische Form der Zelle
ist erhalten, die planaren Sheets unmittel-
bar neben der Zelle erweisen sich bei höher-
er Vergrößerung (Abb. 4.12 D) durch ihre
periodische Struktur als von der Zelle ab-
geworfene S-Layer.
lassen, ist dabei aber beschränkt auf Stämme, deren Peptidoglykan sich zumindest
teilweise von Lysozym verdauen läßt. Bis jetzt sind einige wenige Bazillenarten be-
kannt, von denen das Peptidoglykan bestimmter Stämme vollständig resistent gegen
dieses Enzym ist. Beispiele dafür sind B. subtilis, B. megaterium und B. cereus, bei
denen diese Resistenz aber tatsächlich auf wenige Stämme beschränkt zu sein scheint
[82]. So konnte das Testverfahren auch auf einen bisher unbekannten Stamm von B.
cereus aus einem Isolat des Instituts für Angewandte Mikrobiologie der TU Dresden
erfolgreich angewendet werden18. An der in Abbildung 4.14 sichtbaren Zelle ist ein
teilweise abgelöster S-Layer mit hexagonaler Symmetrie und einer Gitterkonstante
von ca. 7.6 nm deutlich erkennbar.
Abbildung 4.14: TEM-Aufnahmen einer Zelle von B. cereus nach Lysozym-
einwirkung (A). Der noch partiell mit der Zelle verbundene S-Layer ist in
der Vergrößerung (B) deutlich an der periodischen Struktur zu identifizieren.
Deren Powerspektrum (siehe Abschnitt 6.3.1) zeigt die hexagonale Symmetrie
des Layers (C). Abbildung D stellt die durch Korrelationsmittelung (Abschnitt
6.3.2) und Symmetrisierung rekonstruierte Struktur der S-Layer-Einheitszellen
dar. Die Gitterkonstante wurde mit 7.6 ± 0.4 nm bestimmt.
18Der Test an diesem Stamm erfolgte nach der Veröffentlichung des Testverfahrens in [79].
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Zusammenfassend bedeutet das, daß es sich bei diesem neuen Testverfahren um ein
Positivverfahren handelt: Werden in der Probe S-Layer identifiziert, so ist deren
Existenz auf den Zellen bewiesen, die Negierung gilt jedoch nicht in jedem Fall.
Vor allem für die Prozeßkontrolle bei der Kultivierung bekanntermaßen S-Layer
tragender Stämme wird das Verfahren jedoch eine große Hilfe sein.
4.6 Anwendungspotential von S-Layern
Neben dem Einsatz der S-Layer als biomolekulares Templat, der im nächsten Kapi-
tel ausführlich beschrieben wird, hat sich vor allem die Gruppe um Prof. Sleytr aus
Wien intensiv um die Entwicklung möglicher Anwendungen bemüht. Das Spektrum
reicht dabei vom Einsatz als Kalibrierungsmaßstab für die Mikroskopie über Fil-
trationsmembranen, die bedingt durch die definierte Porengröße eine scharfe Aus-
schlußgrenze aufweisen, bis zum Indikator für Allergene, nachdem entsprechende
Antikörper am S-Layer immobilisiert wurden. Außerdem können Lipidmembranen
oder -vesikel durch S-Layer stabilisiert werden [53, 83].
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5 S-Layer als Templat
Die Ablagerung bzw. Anbindung anorganischer Materialien auf kristallinen Protein-
schichten ist nicht zwingend auf S-Layer beschränkt. Auch andere Proteine, die in
vivo nicht in kristalliner Form vorliegen, sich aber in vitro zu regelmäßigen Gittern
kristallisieren lassen, sind als Templat denkbar [84].
Reguläre Proteine als Template zu verwenden, kann unterschiedlich motiviert
sein. Ein Ziel ist eine mögliche technische Nutzung der durch Templating erzeugten
Nanostrukturen, worauf am Ende dieses Kapitels noch genauer eingegangen werden
soll.
Das zweite Ziel ist historisch gesehen eigentlich das erste. Als man 1978 begann,
Proteinkristalle durch Bedampfung mit Metallen zu dekorieren [23], ging es um die
Aufklärung von Eigenschaften des Proteins selbst. Vornehmlich Informationen über
die Struktur, aber auch über Ladungsverteilungen und Konformationsänderungen
konnten mittlerweile durch diese Verfahren gewonnen werden.
Vor allem bzgl. der Aufklärung von strukturell bedingten Affinitäten werden je-
doch wesentlich günstigere Bedingungen erreicht, wenn die Abscheidung nicht aus
der Gasphase, sondern aus einer wäßrigen Lösung erfolgt. Das Protein liegt dabei
nicht nur in seinem natürlichen Medium vor, sondern es stehen auch alle Seiten des
Proteins für eine Wechselwirkung zur Verfügung, und die Abscheidungsbedingun-
gen lassen sich in Form unterschiedlichster Parameter besser beeinflussen. In dieser
Arbeit wurde deshalb ausschließlich diese Methode untersucht.
Beide Ziele können letztlich aber nicht getrennt voneinander betrachtet werden.
Die Aufklärung von Eigenschaften des Proteintemplates und damit verbundener Me-
chanismen des Templatings selbst sind Voraussetzungen, um tatsächlich in Zukunft
zu einer technischen Anwendung zu kommen.
Daß geordnete Platinclusterarrays auf S-Layern in wäßriger Lösung erzeugt werden
können, wurde bereits 1998 von Kirsch [67] gezeigt. Damals wurden erste Modelle
über die Entstehungsmechanismen entwickelt. In diesem Kontext soll auch die vor-
liegende Arbeit eingeordnet sein: Die Strukturaufklärung der metallisierten S-Layer
ist essentiell, um die Mechanismen der Entstehung, die nach wie vor noch nicht
geklärt sind, zu verstehen.
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Im folgenden Abschnitt werden deshalb zunächst anhand von erzeugten Strukturen
verschiedene denkbare Modelle für deren Entstehung diskutiert.
Abbildung 5.1: Beispiele verschieden metallisierter S-Layer von B. sphaeri-
cus: A) Geordnete Platincluster, ca. 22 h heterogen gewachsen durch NaN3-
Reduktion (Anhang A.6), die Cluster sind separiert und weisen eine enge
Größenverteilung auf. B) Platincluster, heterogen und homogen gewachsen
durch DMAB-Reduktion, die Ordnung folgt dem Templat, die Cluster sind
aber nicht mehr separiert, C) Verschiedene Palladiumclusterspezies: kleine
Cluster mit enger Größenverteilung, ca. 28 h heterogen gewachsen durch NaN3-
Reduktion, schwache Ordnung folgt dem Templat, größere Cluster wahrschein-
lich homogen in Lösung gewachsen und anschließend auf dem Templat adsor-
biert ohne Ordnung.
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5.1 Mechanismen der Clusterbildung
Die in der Abbildung 5.1 gezeigten metallisierten S-Layer zeigen in ihrer Struktur-
vielfalt, daß je nach Reaktionsbedingungen und damit verbundener Mechanismen
verschiedenste Resultate erzielt werden können.
Analysiert man schematisch die verschiedenen Möglichkeiten der Clusterbildung1
auf dem Templat in der Lösung, sollte zunächst danach unterschieden werden, ob
die Cluster erst in der Lösung entstehen und anschließend auf dem S-Layer adsor-
bieren oder tatsächlich auf ihm wachsen. Das erste ist eine homogene Keimbildung
mit anschließender Anbindung, das zweite eine heterogene Keimbildung. Es sei vor-
weggenommen, daß die heterogene Keimbildung den Prozeß darstellt, der zu den
gewünschten geordneten Clusterarrays führt, während man die homogene Keimbil-
dung zu unterdrücken versucht, da solche Cluster eine sehr breite Größenverteilung
aufweisen und sich stochastisch am Templat anlagern.
In der Abbildung 5.2 sind beide Mechanismen schematisch gegenübergestellt. Bei
Abbildung 5.2: Schema der Me-
chanismen zur Bildung von Clu-
sterarrays auf S-Layern. Der lin-
ke Reaktionsweg stellt das hetero-
gene Wachstum auf den S-Layern,
der rechte Reaktionsweg die Ad-
sorption homogen gebildeter Clu-
ster dar.
der im folgenden betrachteten heterogenen Clusterbildung, deren Ausgangspunkt
innerhalb dieser Arbeit immer Metallkomplexverbindungen sind, können dabei drei
Teilprozesse unterschieden werden:
1. Die Anlagerung von Metallkomplexen an das Templat.
2. Die Reduktion der angelagerten Komplexe und eine damit verbundene Keim-
bildung.
3. Das Keimwachstum durch die Anlagerung weiterer Komplexe an den Keim bei
gleichzeitiger Reduktion.
1Der Begriff
”
Cluster“ wird in verschiedenen Fachgebieten der Naturwissenschaften für völlig
unterschiedliche Dinge gebraucht, in dieser Arbeit sind Cluster als Partikel von einigen hundert
bis zu einigen tausend Metallatomen zu verstehen.
56 KAPITEL 5. S-LAYER ALS TEMPLAT
Diese Einzelprozesse lassen eine Vielzahl von Variationsmöglichkeiten der beteiligten
Reagenzien und Parameter zu. Der daraus resultierende Phasenraum ist so groß,
daß eine vollständige Untersuchung nicht sinnvoll erscheint. Vielmehr wurden die
von Kirsch und Mertig publizierten Reaktionsbedingungen [67, 12] angepaßt und
daraus Mechanismen abgeleitet, die für jeden der drei Teilprozesse in den folgenden
Abschnitten dargestellt werden.
5.1.1 Komplexanbindung an das Templat
Die Anbindung der Komplexe an das Templat führt zur Bildung von heterogenen
Keimzentren und stellt damit den wichtigsten Prozeß für das Wachstum regelmäßig
angeordneter Partikel dar. Nur wenn bereits diese Anbindung selektiv an periodisch
wiederkehrenden spezifischen Affinitätsplätzen erfolgt, ist mit einer regelmäßigen
Clusterabscheidung zu rechnen. Formal betrachtet sind dafür zwei verschiedene Me-
chanismen denkbar. Erstens kann es eine elektrostatische Wechselwirkung zwischen
geladenen Komplexen und entgegengesetzt geladenen Zentren auf dem Templat ge-
ben, die zu einer Anlagerung führt. Zweitens ist eine kovalente Bindung der Kom-
plexe mit reaktiven Gruppen des Templates möglich. Da zunächst keines der beiden
Prinzipien ausgeschlossen werden konnte, wurden im Rahmen dieser Arbeit Argu-
mente für oder gegen einen der beiden Mechanismen gesucht.
Nachweis von Ladungszentren
Die Anbindung der Komplexe auf dem Weg der elektrostatischen Wechselwirkung
setzt die Existenz geladener Zentren auf dem Templat voraus. Da bis jetzt noch
keine Tertiärstruktur eines S-Layer-Proteins veröffentlicht wurde und damit auch
noch keine exakte Ladungsverteilung berechnet werden kann, ist man auf andere
Nachweismöglichkeiten angewiesen. Anzunehmen ist zunächst, daß wie in anderen
Membranproteinen, deren Struktur bekannt ist, z.B. den Porinen, vor allem die
Poren und Hohlräume solche Ladungszentren darstellen [85, 86]. Durch die geordnete
Anbindung von entgegengesetzt geladenen Markermolekülen wurden mittlerweile
auch auf verschiedenen S-Layern solche Ladungszentren sichtbar gemacht [87].
Der Nachweis negativer Zentren bei den beiden hier verwendeten S-Layer-Typen
von S. ureae und B. sphaericus gelingt mittels PCF (Polykationisiertes Ferritin -
siehe Abschnitt 2.2.1). Die Abbildung 5.3 zeigt auf einem S-Layer von S. ureae ab-
geschiedene Ferritinmoleküle. Trotz der nur partiellen Belegung der Oberfläche mit
PCF, reflektiert diese die quadratische Symmetrie des darunterliegenden Templates.
Obwohl man den S-Layer nur schemenhaft erkennen kann (aufgrund der Fokuslage
erzeugt er selbst kaum Eigenkontrast), läßt sich an der Anordnung des PCF erken-
nen, daß es sich um eine flach adsorbierte S-Layer-Röhre handeln muß. Da präparativ
zuerst der S-Layer auf dem Substrat immobilisiert wurde und anschließend das PCF,
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Abbildung 5.3: Ferritinmoleküle
abgeschieden auf einer adsor-
bierten S-Layer-Röhre von S.
ureae. Die vierzählige Symmetrie
der Anordnung reflektiert deut-
lich das Gitter des darunterliegen-
den S-Layer-Templates. Auf dem
TEM-Grid lagern sich die PCF-
Moleküle dagegen stochastisch ab.
ist davon auszugehen, daß sich das PCF auf der Außenseite der Röhre, also der Au-
ßenseite des S-Layers in p4-Symmetrie anordnet. Die Größe dieser Moleküle, die mit
12 nm Durchmesser etwa der Gitterkonstante des S-Layers entspricht, impliziert in
dieser Anordnung ein starkes negativ geladenes Zentrum pro Elementarzelle auf die-
ser Seite des Layers. Leider läßt sich durch die Größe des Moleküls dieses Zentrum
nicht mit einer bestimmten Position innerhalb der Einheitszelle korrelieren. Man ist
daher auf zukünftige Untersuchungen mit kleineren Markern angewiesen. Da die-
se vierzählige Ausrichtung des PCF im Fall von S. ureae nur auf röhrenförmigen
S-Layern gefunden wurde, nie jedoch auf anderen Sheetformen, drängt sich die An-
nahme auf, daß es ein solches dominierendes negatives Zentrum auf der Innenseite
der Elementarzelle dieses S-Layers nicht gibt. Dort ordnen sich die Moleküle eher
stochastisch an.
Diesen Ergebnissen stehen Resultate von Kirsch [67] gegenüber, bei denen ei-
ne hexagonale Ausrichtung der PCF-Moleküle auf der S-Layer-Innenseite und eine
hexagonal verzerrte Symmetrie auf der Außenseite des S-Layers von S. ureae beob-
achtet wurden. Denkbar ist, daß ab einer bestimmten Belegungsdichte durch eine
Fehlanpassung der ca. 12 nm großen PCF-Moleküle auf dem S-Layer mit ähnlicher
Gitterkonstante eine energetisch günstigere p6-Anordnung eingenommen wird. Ent-
sprechende Modelle sind in [67] zu finden.
Auch bei S-Layern von B. sphaericus kann die Anordnung der PCF-Moleküle in
vierzähliger Symmetrie beobachtet werden. Dabei ist eine eine eindeutige Zuordnung
zu einer der beiden S-Layer-Seiten jedoch bis jetzt nicht möglich.
Die Anbindung der PCF-Moleküle ist zunächst nur ein Indiz für die Existenz
negativer Ladungszentren auf dem S-Layer. Unklar ist dagegen, ob diese Zentren in
den Bindungsmechanismus der Metallkomplexe involviert sind.
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Reaktive Gruppen
Der andere denkbare Mechanismus, eine kovalente Bindung der Komplexe an das
Templat, setzt die Existenz reaktiver Gruppen im S-Layer voraus. Die Aminosäuren
Cystein, Histidin, Tyrosin und Tryptophan sind bekannt für Metallbindungen, sie
kommen aber alle nur in verschwindend kleiner Anzahl oder überhaupt nicht in den
hier verwendeten S-Layer-Proteinen vor [68].
Als freie und damit für Reaktionen zur Verfügung stehende funktionelle Gruppen,
die in großer Anzahl vorhanden sind, kommen nur die Aminogruppen der Lysin-
reste und die Carboxylgruppen der Glutamat- und Aspartatreste in Betracht. Nach
Aminosäureanalysen [68] enthält der S-Layer von S. ureae etwa 10% Lysin und
etwa 23% Glutamat und Aspartat. Bei einem Molekulargewicht von etwa 150 kDa
entspricht das etwa 100 Lysin und maximal 300 Glutamat- und Aspartatresten2. Bei
dem S-Layer von B. sphaericus werden durch Aminosäureanalysen Ergebnisse in der
gleichen Größenordnung erhalten. Von diesen Gruppen steht aber nur ein Bruchteil
als freie Gruppen zur Verfügung [88].
Raff zeigte anhand von Ergebnissen aus IR-spektroskopischen Untersuchungen,
daß für die Bindung der Platin- und Palladiumkomplexe an den S-Layer von B.
sphaericus NCTC 9602 hauptsächlich die CO-Gruppen der Peptidbindungen und
exponierte OH-, NH- und COOH-Gruppen verantwortlich sind [59].
Hydrolyse der Metallkomplexe
Für die Charakterisierung des Anbindungsmechanismus ist es nötig, sich mit den Ei-
genschaften der Ausgangsstoffe auseinanderzusetzen. Das sind für alle erfolgreichen
Metallisierungen der S-Layer die Komplexverbindungen Dikaliumtetrachloroplatinat
K2PtCl4 bzw. -palladat K2PdCl4. Die nach der Dissoziation in Wasser anionisch vor-
liegenden Komplexe [PtCl4]
2− und [PdCl4]
2− unterliegen einer Hydrolyse, in deren
Verlauf zwei der vier Chlorliganden gegen Wassermoleküle ausgetauscht werden [89]:
[PtCl4]
2− + H2O 
 [PtCl3 H2O]
− + Cl− , (5.1)
[PtCl3 H2O]
− + H2O 
 [PtCl2 (H2O)2]
0 + Cl− . (5.2)
Die Ladung der Komplexe verändert sich dementsprechend von zweifach negativ
über einfach negativ zu neutral. Aus experimentellen Ergebnissen ist bekannt, daß
die Reduktion einer hydrolysierten Lösung gegenüber einer frisch angesetzten, noch
nicht hydrolysierten wesentlich schneller verläuft [90]. Theoretische Untersuchungen
2Asparagin und Glutamin werden bei Aminosäureanalysen durch saure Hydrolyse vollständig
zu den entsprechenden Säuren desamidiert. Aus diesem Grund kann im Ergebnis nicht zwischen
Glutamin und Glutaminsäure bzw. zwischen Asparagin und Asparaginsäure unterschieden werden.
Der Anteil an den entsprechenden Resten ist daher in Wirklichkeit noch niedriger.
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Abbildung 5.4: Anteil der Pla-
tinkomplexspezies in Abhängig-
keit der Konzentration bei ei-
ner Temperatur von 25oC. Bei
der in den Experimenten häufig
verwendeten Konzentration von
3 mM K2PtCl4 liegen demnach im
Gleichgewicht nur ca. 20% der
Komplexe zweifach hydrolysiert
vor.
haben kürzlich sogar belegt, daß nur der zweifach hydrolysierte Komplex eine positi-
ve Elektronenaffinität hat und sich damit reduzieren läßt [91]. Das bedeutet jedoch,
daß die Hydrolyse einen großen Einfluß auf die Clusterbildung haben muß.
Es handelt sich bei dieser Reaktion um einen Gleichgewichtsprozeß. Im Gleich-
gewicht liegen in der Lösung die drei Komplexspezies entsprechend den Parame-
tern Konzentration, Temperatur und zusätzlicher Ionen in unterschiedlichen Antei-
len gleichzeitig vor. Bei 25oC beträgt die Gleichgewichtskonstante der Reaktion 5.1
13 mol/l, die der Reaktion 5.2 beträgt 1.1 mol/l [89]. Somit lassen sich die Anteile
der drei Hydrolysespezies im Gleichgewicht berechnen, die für den Konzentrationsbe-
reich von 0.1 bis 100 mM im Diagramm 5.4 dargestellt sind. Daraus wird ersichtlich,
daß die reduzierbaren doppelt hydrolysierten Komplexe nur bei niedrigen Konzen-
trationen in ausreichender Anzahl zur Verfügung stehen.
Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Kinetik dieser Hydrolysereaktion. Die Frage,
wann das Gleichgewicht erreicht wird, d.h. wie lange vor dem Experiment eine ent-
sprechende Metallkomplexlösung angesetzt werden muß, ist von entscheidender Be-
deutung für das Resultat. Die zur Berechnung nötigen Reaktionskonstanten wurden
von L. I. Elding veröffentlicht [92] und sind in Tabelle 5.1 aufgeführt. Das Verhält-
nis der Komplexe zu einem bestimmten Zeitpunkt läßt sich mit diesen Konstanten
durch ein Differentialgleichungssystem bestimmen (Anhang A.8.1). Abbildung 5.5
Reaktion Reaktionskonstante [s−1]
5.1-hin 3.6 · 10−5
5.1-rück 2.8 · 10−3
5.2-hin(cis) 6 · 10−5
5.2-rück(cis) 7.5 · 10−2
5.2-hin(trans) 2.8 · 10−8
5.2-rück(trans) 4.6 · 10−5
Tabelle 5.1: Reaktionskonstanten
der Hydrolyse von K2PtCl4 aus
[92]. Die Reaktion 5.2 wird noch
unterschieden nach der cis- und
trans-Form des zweifach hydroly-
sierten Komplexes. Letztere wird
aber fast nicht gebildet und kann
vernachlässigt werden.
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zeigt die so ermittelten zeitlichen Verläufe der Hydrolyse einer frisch angesetzten
3 mM K2PtCl4-Lösung und einer 3 mM K2PtCl4-Lösung, die durch Verdünnung ei-
ner 30 mM Stammlösung im Gleichgewicht gewonnen wird.
Abbildung 5.5: Kinetik der K2PtCl4-Hydrolyse: A) einer frisch angesetzten
3 mM Lösung und B) einer 3 mM Lösung, die durch Verdünnung einer im
Gleichgewicht befindlichen 30 mM Lösung erhalten wird.
Als typisch für solche Reaktionen ergeben sich daraus Zeiten von 10 bis 20 Stun-
den, nach denen die Anteile der einzelnen Komplexe fast den Gleichgewichtsanteilen
entsprechen.
Diese Kinetik der Hydrolyse läßt sich sehr gut mit UV/VIS-Spektroskopie ver-
folgen. Die Abbildung 5.6 A zeigt die Spektren der Hydrolyse einer frisch angesetz-
ten 30 mM K2PtCl4-Lösung mit fortschreitender Zeit. Dabei ist deutlich eine Ver-
schiebung der drei charakteristischen Maxima sowie die Änderung ihres Intensitäts-
verhältnisses zu beobachten3. Die Kinetik dieser Reaktion ist für die verschiedenen
Wellenlängen der Maxima im Diagramm 5.6 B dargestellt. Das Gleichgewicht wird
nach ca. 15 h erreicht, was mit den Berechnungen des vorigen Abschnittes konform
ist.
Die beobachtete Verschiebung der Maxima beruht auf der Zusammensetzung der
gemessenen Spektren als Summe aus den Einzelspektren der Komplexspezies, deren
Verhältnis sich mit fortschreitender Hydrolyse ändert. Die Abbildung 5.7 zeigt die
Einzelspektren der Platinkomplexspezies, die durch UV/VIS-Spektroskopie verschie-
den konzentrierter Lösungen nach verschiedenen Hydrolysezeiten ermittelt wurden.
3In einer Publikation von Li Wu et al. [93] werden diese Maxima den folgenden elektroni-
schen Übergängen zugeordnet (Wellenlänge bezogen auf erstes Spektrum zu Beginn der Hydrolyse):
331 nm - dxy → dx2−y2 , 391 nm - dxz ,yz → dx2−y2 , 476 nm - d-d Singulett → Triplett-Übergang.
Die Verschiebung der Maxima bei der Hydrolyse zu höheren Energien bedeutet, daß Wasser ein
stärkerer Ligandenfelddonor ist als Chlor.
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Abbildung 5.6: Spektren der K2PtCl4-Hydrolyse (A) und daraus separierte
Kinetik der Maxima (B). Das Gleichgewicht wird demnach nach ca. 15 Stunden
erreicht. Die Referenz für diese Messungen war Wasser.
Abbildung 5.7: UV/VIS-
Einzelspektren der Platin-
komplexspezies (skaliert auf eine
Konzentration von 30 mM) er-
mittelt aus Spektren verschieden
konzentrierter Lösungen nach
verschiedenen Hydrolysezeiten.
Analyse der angebundenen Komplexe
Zu Beginn steht die Abschätzung der Anzahl angebundener Komplexe an das Tem-
plat. Werden nur wenige Komplexe gebunden, die dann als Keime für weitere dienen,
oder bindet eine größere Anzahl, die dann bei der Reduktion zu Clustern aggregie-
ren? Für die Beantwortung dieser Frage bietet sich die Anwendung der UV/VIS-
Spektroskopie an.
Die im Rahmen dieser Arbeit dafür entwickelte Methode ist schematisch in der
Abbildung 5.8 skizziert: Es wird zunächst das Spektrum einer Metallkomplexlösung
bekannter Konzentration aufgenommen (a). Zu dieser Lösung wird eine bestimmte
Menge S-Layer-Suspension zugegeben und für verschiedene Zeiten inkubiert (b)4.
Dabei muß das Volumen der zugegebenen Suspension so klein sein, daß die Ver-
dünnung keinen signifikanten Einfluß auf die Messung hat. Die Komplexe lagern
4Die S-Layer für diese Versuche müssen in einem TRIS/H2SO4-Puffer vorliegen, damit keine
Wechselwirkung des Puffers mit den Komplexen eintritt und die Messung verfälscht.
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Abbildung 5.8: Schematische Darstellung
der Analyse angebundener Komplexe an
S-Layer: Eine Komplexlösung bekannter
Konzentration wird spektroskopiert (a),
anschließend mit S-Layern inkubiert (b),
die Komplexe binden teilweise an den S-
Layern an (c). Werden die S-Layer dann
abzentrifugiert und der Überstand spektro-
skopiert (d), erhält man aus der Differenz
der Spektren Informationen über die ange-
bundenen Komplexe.
sich zum Teil an den S-Layer-Sheets an (c). Wird die Lösung zentrifugiert, dann
setzen sich die Sheets mit den angebundenen Komplexen als Pellet am Gefäßboden
ab (d), der Überstand enthält nur noch die nicht angebundenen Komplexe und kann
erneut spektroskopiert werden.
Die Differenz der Spektren läßt eine Quantifizierung der angebundenen Komple-
xe zu. In der Abbildung 5.9 ist das am Beispiel des S-Layers von S. ureae und einer
K2PdCl4 -Lösung gezeigt. Diese Menge kann dann mit der eingesetzten Proteinmen-
ge korreliert werden.
Abbildung 5.9: UV/VIS-Spektren
einer K2PdCl4 -Lösung vor und
nach der Anbindung an S-Layer
und Zentrifugation. Die Referenz
für diese Messungen war Wasser.
Nach 1.5 h wurde der Überstand
erneut vermessen und noch kei-
ne Veränderung festgestellt. Die
unterschiedliche Lage der Maxi-
ma deutet auf eine unterschied-
liche Zusammensetzung aus den
drei Komplexspezies hin.
Diese Experimente führen zu erstaunlichen Ergebnissen. Für die beiden untersuchten
S-Layer von S. ureae und B. sphaericus wird eine Anbindung von 200 bis 300 Kom-
plexen pro Proteinmonomer sowohl bei K2PtCl4 als auch bei K2PdCl4 ermittelt. Bei
hohen Proteinkonzentrationen kommt es während der Anbindung zu einer Agglo-
meration der S-Layer, was sich sich in Flockenbildung äußert und auf eine Änderung
der Oberflächenladungen und damit der Adsorptionseigenschaften der S-Layer durch
die Komplexe deutet.
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Mit dieser Methode lassen sich noch weitere Informationen gewinnen. Zunächst kann
man Proben nach verschiedenen Inkubationszeiten nehmen und so die typischen
Anbindungszeiten abschätzen. Die Anbindung verläuft demnach, verglichen mit der
Clusterbildung, die im Abschnitt 5.1.3 diskutiert wird, relativ schnell. Der größte
Teil der Komplexe bindet in den ersten 2 bis 3 Stunden an. Kürzere Zeiten sind
denkbar, aber nicht zu messen, da wenigstens 60 Minuten zentrifugiert werden muß,
um die S-Layer ausreichend zu pelletieren. Die prinzipiell schnellere Trennung der S-
Layer von der Komplexlösung durch Filter konnte bisher nicht erfolgreich praktiziert
werden, da der Einfluß der Filter auf die Messung erheblich ist.
Außerdem gelingt mit dieser Methode die Analyse, welche der Komplexspezies
bevorzugt anbinden. Dazu wird die angebotene Lösung variiert, verschiedene Kon-
zentrationen und Hydrolysezeiten stellen dann Komplexspezies in unterschiedlichen
Anteilen für eine Anbindung zur Verfügung. Die Auswertung wird dadurch er-
schwert, daß der Überstand nach der Zentrifugation nicht ausschließlich aus der
Lösung unangebundener Metallkomplexe besteht, sondern die Spektren enthalten
ein permanent wachsendes Untergrundsignal, das z.B. von nicht pelletierbaren Pro-
teinmonomeren stammen kann, die dann weiter mit den Komplexen reagieren. Trotz-
dem läßt sich nachweisen, daß vorrangig die hydrolysierten Komplexe am Protein
anbinden. Während beispielsweise von einer im Gleichgewicht befindlichen 1 mM
K2PtCl4 -Lösung nach einer Stunde eine deutliche Anbindungsquote detektierbar ist,
kann bei einer frisch angesetzten K2PtCl4 -Lösung, die fast ausschließlich [PtCl4]
2− -
Komplexe enthält, nach der gleichen Zeit keine Anbindung festgestellt werden.
Eine weitere Möglichkeit, zusätzliche Informationen über die Anbindung zu er-
halten, besteht in der gezielten chemischen Modifikation des S-Layer-Proteins vor
dem Anbindungsexperiment. Im Rahmen dieser Arbeit wurden in ersten Versuchen
mit verschiedenen Reagenzien die Aminogruppen des Proteins blockiert. Bei ei-
ner Acylierung der Aminogruppen mit DSP (3,3’-Dithiobispropionsäure-N-Hydroxy-
succinimidester) kann daraufhin eine um 40% reduzierte Anbindung von Palladium-
komplexen nachgewiesen werden.
Schlußfolgerungen für Bindungsmechanismen
Obwohl die Ergebnisse der vorangegangenen Abschnitte eine abschließende Klärung
des Bindungsmechanismus noch nicht zulassen, ergeben sich wichtige Anhaltspunk-
te: Die Messungen lassen eine elektrostatische Anbindung an den nachgewiesenen
Ladungszentren eher unwahrscheinlich erscheinen. Statt der unhydrolysierten zwei-
fach negativ geladenen Komplexe binden überwiegend die hydrolysierten und damit
auch die nach den früheren Ausführungen leichter reduzierbaren neutralen Komple-
xe. Die hohe Anzahl gebundener Komplexe deutet auf eine kovalente Bindung mit
reaktiven Gruppen hin, die in großer Anzahl im Protein vorkommen. Als relevant
können unter anderem die Aminogruppen nachgewiesen werden.
64 KAPITEL 5. S-LAYER ALS TEMPLAT
Neben den
”
einfachen“ Modellen besteht auch die Möglichkeit viel komplizierterer
Vorgänge. Die Komplexe könnten wie erwähnt mit einem Teil der Peptidbindungen
des Proteins komplexieren, auch eine weitergehende Hydrolyse mit Ausbildung posi-
tiv geladener Komplexe ist denkbar [94]. Solche Vorgänge können nur durch weitere
Analysetechniken charakterisiert werden. In dieser Hinsicht gibt die gezielte che-
mische Modifikation des S-Layer-Proteins einen Ausblick auf zukünftig notwendige
Untersuchungen.
5.1.2 Reduktion
Die Anbindung der Komplexe führt zur Bildung heterogener Keimzentren. Diese
müssen reduziert werden, damit sich daran weitere Komplexe anlagern können. Nach
herkömmlicher Vorstellung wird ein Komplex oder einige wenige durch die Bereit-
stellung von Elektronen zu Pt(0) reduziert. Die Reduktion läßt sich vereinfacht in
der Gleichung
Metallz+ + z Elektronen ⇒ Metall0 (5.3)
darstellen. Ist der Elektronendonator ein Reduktionsmittel, so wird dieses dabei
oxidiert:
Reduktionsmitteln+ ⇒ Reduktionsmittel(n+z)+ + z Elektronen . (5.4)
Als Reduktionsmittel kommen die metallbindenden Aminosäuren des Proteins selbst
in Betracht. Für die Reduktion von mehreren hundert bis tausend Atomen pro Clu-
ster reichen die zur Verfügung stehenden Elektronen jedoch nicht aus. Abgesehen
von den Untersuchungen zur Anbindung der Komplexe, bei denen das Reduktions-
mittel bewußt weggelassen wird, werden deshalb für die Clusterbildung auf S-Layern
in der Lösung als Reduktionsmittel Natriumazid und Dimethylaminoboran (DMAB)
eingesetzt (Anhang A.6).
5.1.3 Keimwachstum und Clusterbildung
Trifft auf einen solchen Pt(0)-Keim ein weiterer Komplex, dann wird dessen Reduk-
tion durch den Keim katalysiert, das dabei entstehende zusätzliche Pt-Atom wird
sich aus energetischen Gründen an den Keim anlagern - es kommt zur zweiten Stufe,
dem Keimwachstum.
Nach neueren theoretischen Berechnungen muß der Keim nicht zwingend aus
Pt(0) bestehen. Colombi-Ciacchi et al. zeigen, daß sich vielmehr bereits an Komple-
xen, denen nur ein Elektron zugeführt wird, die also Pt(I) enthalten, ein weiterer
Komplex unter Dimerbildung anlagern kann [91]. Dieses Elektron könnte beispiels-
weise auch aus einer bindenden Aminosäure stammen. An kleinere Cluster von bis
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Abbildung 5.10: Spektren der Clusterbildung auf S-Layern von S. ureae durch
Natriumazid (A) und daraus separierte Kinetik der unspezifischen Streuung
bei 600 nm (B). Die Referenz für diese Messungen war Wasser. Die Reaktion
benötigt demnach mehr als 20 Stunden. Die Spektren setzen sich zusammen
aus der unspezifischen Streuung am Protein, der Mie-Streuung an den Clustern
und den spezifischen Spektren durch die Metallkomplexe.
zu acht Pt(I)-Teilchen kann danach sogar ein weiterer Komplex ohne Elektronenzu-
fuhr anbinden.
Natriumazid ist vor allem bei Raumtemperatur ein sehr schwaches Reduktionsmittel.
Die Clusterbildung dauert dementsprechend sehr lange. Typische Reaktionszeiten
für die Entstehung der Clusterarrays liegen damit bei 24 Stunden. Resultat sind
feine separierte Cluster mit schmaler Größenverteilung (Abb. 5.1 A). Obwohl auch
ohne die Anwesenheit von S-Layern durch NaN3 in der Lösung Cluster gebildet
werden, wird diese Reduktion durch die Anwesenheit der S-Layer stark beschleunigt
[12]. Das ist ein eindeutiges Indiz dafür, daß die heterogene Keimbildung auf dem
Templat gegenüber der homogenen den bevorzugten Prozeß darstellt.
Die Kinetik dieses Prozesses kann mittels UV/VIS-Spektroskopie verfolgt wer-
den. Die Abbildung 5.10 zeigt die Spektren einer solchen Clusterbildung auf S-Layern
durch NaN3. Prinzipiell ließen sich aus diesen Spektren direkte Rückschlüsse auf die
Größe und die Belegungsdichte der gebildeten Cluster ziehen. Hintergrund ist die im
Kapitel
”
Methoden“ vorgestellte Mie-Streuung an metallischen Kolloiden (Abschnitt
3.3.3 und Anhang A.8.4). Eine quantitative Auswertung ist aber durch die Komple-
xität der Spektren nicht möglich. Vor allem die unspezifische Streuung durch das
Protein selbst und die entsprechend dem Hydrolysestatus veränderlichen spezifischen
Spektren der Komplexe lassen nur eine qualitative Bewertung der Reaktionsdauer
zu.
Die Reduktion mit DMAB verläuft im Gegensatz zu NaN3 extrem schnell und
nahezu unabhängig von der Anwesenheit von S-Layern. Die entstehenden Cluster-
arrays spiegeln zwar auch noch die Symmetrie des Templates wider (Abb. 5.1 B),
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aber die Cluster weisen starke Größenunterschiede auf und sind nicht mehr unbe-
dingt separiert, sondern wachsen stattdessen zu größeren Agglomeraten bis hin zu
geschlossenen Filmen zusammen.
Die unterschiedlichen Resultate für die beiden Reduktionsmittel lassen folgen-
de Mechanismen vermuten: Im Fall von Natriumazid kommt es vorrangig an den
katalytisch wirkenden Oberflächen bereits gebundener Keime zur Reduktion. Die
Folge ist, daß die Keime fast ausschließlich heterogen auf dem S-Layer wachsen
können. Die Anbindung der Komplexe vor der Reduktion erfolgt an spezifischen
Affinitätsplätzen, die sich vorrangig in den Poren und Hohlräumen des S-Layers
befinden (Abschnitt 6.3.2). Dadurch ist das Wachstum der Cluster sterisch durch
deren Größe beschränkt, was zu der engen Größenverteilung führt.
Mit dem starken Reduktionsmittel DMAB ist dagegen die heterogene Keimbil-
dung gegenüber der homogenen nicht mehr bevorzugt, die Komplexe werden nach
kürzester Zeit (einige Sekunden bis zu wenigen Minuten) zu einem großen Teil be-
reits in der Lösung reduziert. Die daraus entstehenden homogenen Cluster können
auf dem Protein adsorbieren und dort weiter wachsen. Diese Adsorption ist nicht
zwingend templatgesteuert. Die Folge ist eine ungleichmäßige Clusterbedeckung. Da
es keine räumliche Beschränkung für das Wachstum dieser Cluster gibt, können sie
aggregieren und bei ausreichendem Angebot an Komplexen und DMAB zu völlig me-
tallisierten Flächen führen. Aus diesem Grund wurde nach einer Möglichkeit gesucht,
die Reaktion mit DMAB in Richtung heterogenes Keimwachstum zu verschieben.
Auch diese Reduktion wird durch bereits vorhandene Platinkeime katalysiert, was
sich in der - wenn auch kurzen - Verzögerung bis zum Einsetzen der Reaktion zeigt.
Daher bietet sich eine Abwandlung dieser Reaktion an, bei der die Komplexanbin-
dung und Keimbildung durch einen Zweistufenprozeß zeitlich vom Clusterwachstum
getrennt wird. Zuerst werden ohne Anwesenheit eines Reduktionsmittels Komplexe
an den S-Layer angebunden, anschließend überschüssige Komplexe mittels Dialyse
entfernt und die angebundenen Komplexe durch DMAB reduziert. Dabei entstehen
metallische Keime mit maximal wenigen hundert Atomen auf dem S-Layer. An-
schließend wird wieder Komplexlösung und erneut DMAB zugegeben. Da die Clu-
ster dann bevorzugt heterogen an den Keimen auf dem S-Layer entstehen, erhält
man Clusterarrays mit einer vergleichbaren Größenverteilung und guter Separation
wie bei Natriumazid. Die Anordnung dieser Cluster entsprach bis jetzt noch nicht
dem Templat, was durch Variation der Parameter jedoch erreichbar sein sollte. Diese
Reaktion hat den Vorteil einer definierteren Reaktionskontrolle und ist vor allem für
die technische Nutzung von Clusterarrays interessant, bei denen es nicht zwingend
auf hohe Ordnung ankommt. Beispiele dafür sind katalytische Anwendungen.
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5.2 Nachweis der metallischen Cluster
In TEM-Abbildungen zeigen sich Cluster als dunkle Punkte, woraus zunächst nicht
ersichtlich ist, ob es sich tatsächlich um Platin- oder Palladiumcluster handelt. Für
einen solchen Nachweis wird zunächst eine Elementanalyse der Probe mittels EDX
(energy-dispersive X-ray analysis) durchgeführt. Dabei wird die durch den Elektro-
nenstrahl im TEM erzeugte Röntgenstrahlung nach ihrer Energieverteilung analy-
siert. Die gemessenen Spektrallinien können bestimmten Rumpfniveauübergängen
elementspezifisch zugeordnet werden. Abbildung 5.11 zeigt ein solches Spektrum für
Abbildung 5.11: EDX-Spektrum eines mit Pd metallisierten S-Layers: Die
stärksten Linien resultieren vom Kupfer des TEM-Netzchens und vom Koh-
lenstoff des Trägerfilmes. Die Emissionslinien vom Pd sind zweifelsfrei zu iden-
tifizieren, daneben finden sich noch Chlorreste vom Ausgangsmaterial.
Pd-Cluster, die auf einem S-Layer von B. sphaericus erzeugt wurden. Neben den Pd
Kα-, Pd Kβ-, Pd Lα- und Pd Lβ-Linien sind noch Emissionen von Kupfer, Kohlen-
stoff und Chlor zu ermitteln, die vom Substrat, einem kohlebefilmten Kupfernetz-
chen und von verbliebenen Ionen der Ausgangskomplexe stammen. Somit läßt sich
zunächst nachweisen, daß Pt oder Pd auf den S-Layern abgeschieden wird. Da aber
die durch chemische Verbindungen hervorgerufenen Rumpfniveauverschiebungen zu
gering sind5, um sie mit der möglichen Auflösung des EDX-Systems zu detektieren,
kann allein aus dieser Untersuchung noch nicht geschlossen werden, in welcher Form
das Palladium bzw. Platin auf dem S-Layer vorliegt.
5Typische Verschiebungen liegen im Bereich von 1 bis 10 eV.
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Aus diesem Grund werden an den metallisierten S-Layer-Strukturen hochauflösende
TEM-Untersuchungen (HRTEM) durchgeführt.
Die HRTEM-Untersuchungen ermöglichen die Abbildung der atomaren Netz-
ebenen der auf den S-Layern abgeschiedenen kristallinen Stoffe. Der Vergleich von
Aufnahmen negativ gestainter S-Layer (Abb. 5.12(a) und Abschnitt 6.2.1) und sol-
chen S-Layern, auf denen Pt- bzw. Pd-Cluster abgeschieden wurden (Abb. 5.12(b)),
offenbart zunächst einen entscheidenden Unterschied. Das Uranylacetat bildet einen
(a) (b)
Abbildung 5.12: Vergleich der HRTEM-Aufnahmen eines a) mit Uranylacetat negativ
kontrastierten S-Layers von B. sphaericus mit einem b) S-Layer auf den in der Lösung
Pt-Cluster abgeschieden wurden. Die Insets zeigen jeweils um den Faktor 3 vergrößerte
Bildausschnitte.
polykristallinen Film über den gesamten S-Layer, der lediglich in der Dicke und da-
mit auch im Kontrast variiert. Die Cluster, die in der Lösung durch biomolekulares
Templating auf dem S-Layer abgeschieden werden, zeigen dagegen eine deutliche
Separation. Außerdem wird die stabilisierende Wirkung des Uranylacetats deutlich.
Bei dieser Probe ist die Gitterperiodizität des S-Layers noch zu erkennen im Ge-
gensatz zum Pt-Clusterarray, bei dem durch die Strahlungsdosis das Proteintemplat
bereits denaturiert ist.
Die Netzebenenabstände lassen sich durch Fourieranalyse der HRTEM-Aufnah-
men bestimmen (Abschnitt 6.3.1). Für die Platincluster werden Netzebenenabstände
von 2.2 Å, 2.0 Å und 1.4 Å gemessen, was hervorragend mit den Abständen der Ebe-
nen (111), (002) und (202) eines fcc-Platinkristalls mit 3.9 Å Gitterkonstante über-
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einstimmt [95]. Für Palladium, das fast identische Gitterparameter aufweist, werden
die Reflexe der (111)-Ebenen (2.2 Å) und der (002)-Ebenen (1.9 Å) detektiert.
5.3 Elektronenstrahl-induzierte Clusterbildung
Mit NaN3 kommt es bei langen Reaktionszeiten, d.h. mehreren Stunden bis zu einem
Tag stets zur Clusterabscheidung auf dem S-Layer in der Lösung und damit zur Bil-
dung der bereits gezeigten geordneten Clusterarrays. Demgegenüber bieten kürzere
Inkubationszeiten die Möglichkeit, regelmäßige Cluster nach einem völlig anderen
Mechanismus unter dem Einfluß des Elektronenstrahles im TEM zu erzeugen [96].
Wird die S-Layer-Suspension nur für einen Zeitraum von einigen Minuten bis
maximal 2 Stunden mit der Metallkomplexlösung versetzt, so zeigen sich bei der
elektronenmikroskopischen Untersuchung einer solchen Probe zunächst keine Clu-
ster auf den S-Layern. Während der Beobachtung im TEM bilden sich dann jedoch
innerhalb kurzer Zeit Partikel mit einer Größe von 5-7 nm, deren symmetrische An-
ordnung und deren Abstand mit 12 bis 13 nm exakt dem Gitter des Templates folgen
(Abb. 5.13).
Abbildung 5.13: Hochgeordnete Pt-Partikel gebildet durch Elektronenstrahl-
induzierte Clusterbildung auf einem S-Layer von B. sphaericus NCTC 9602
nach 80minütiger Inkubation mit K2PtCl4 .
Die Bildserie in Abbildung 5.14 und deren korrelationsgemittelte Strukturen in Abb.
5.17 geben Aufschluß über den zeitlichen Verlauf dieser Clusterentstehung: Sofort
nach der Positionierung einer entsprechenden Objektstelle in den Elektronenstrahl
beginnen sich aus bestimmten, scharf abgegrenzten, zunächst ungeordneten Berei-
chen schwache, aber regelmäßige Strukturen auszubilden. Der beobachtete Kontrast
dieser Struktur wird mit zunehmender Belichtungszeit größer, es bilden sich sepa-
rierte Cluster, die für eine gewisse Zeit der Beobachtung eine quadratische Form
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annehmen. Diese Quadrate sind in Bezug auf die Vektoren des Clustergitters leicht
gedreht. Einige Zeit später verändert sich die Form dann mehr zu kreisförmigen
Objekten. Bei Langzeitbelichtung oder unter erhöhter Elektronendosisrate geht die
Ordnung der Cluster verloren, sie ändern die Position bzw. beginnen zu agglomerie-
ren.
Abbildung 5.14: TEM-Bildserie der Elektronenstrahl-induzierten Platinclu-
sterbildung (Balken = 100 nm). Alle Aufnahmen wurden unter gleichen Bedin-
gungen gemacht. Bild A wurde ca. 1 min. nachdem das Objekt in den Elektro-
nenstrahl positioniert wurde aufgenommen, Bild B entstand 1 min. und Bild
C zwei Minuten später und Bild D nachdem die Elektronendosisrate für einige
Sekunden durch Strahlfokussierung stark erhöht wurde. In Abb. 5.17 sind die
zugehörigen korrelationsgemittelten Strukturen dargestellt.
Die Beobachtung, daß solche hochgeordneten Clusterarrays ausschließlich bei selbst-
assemblierten S-Layer-Röhren, nicht jedoch bei monolagigen Sheets auftreten, deutet
darauf hin, daß die Cluster nicht auf dem Templat, sondern zwischen zwei S-Layer-
Schichten entstehen. Ein denkbarer Mechanismus, der diesem Umstand Rechnung
trägt, ist in Abbildung 5.15 dargestellt: Wird eine Suspension, die S-Layer-Röhren
enthält, für kurze Zeit mit K2PtCl4 oder K2PdCl4 inkubiert, dann lagern sich die
Komplexe am Protein an, wie es auch bei der Clusterbildung in der Lösung beob-
achtet wird, füllen aber ebenso den Innenraum der Röhre aus. Wird ein Tropfen
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Abbildung 5.15: Schemati-
sche Darstellung der Bildung
von metallischen Clustern in
S-Layer-Röhren unter Elektro-
nenstrahleinfluß im TEM.
einer solchen Probe auf einem Substrat, z.B. einem kohlebefilmten TEM-Netzchen
adsorbiert und anschließend mit Filterpapier abgesaugt, so verbleibt ein dünner
Flüssigkeitsfilm, der innerhalb kurzer Zeit verdunstet. Bei Erreichen einer kritischen
Filmdicke von einigen hundert Nanometern bis zu wenigen Mikrometern, das ent-
spricht der typischen Größenordnung der S-Layer-Röhren, adsorbieren diese auf dem
Substrat. Die Metallkomplexlösung wird dann solange aus den Enden der Röhre aus-
laufen, bis sie sich durch Zusammenlegen verschließen. Die Folge ist, daß teilweise
in den Röhren eingeschlossene Komplexlösung verbleibt. Ein Teil des Wassers als
Lösungsmittel kann nach und nach durch die Poren der S-Layer verdunsten. Zwi-
schen den dann flach liegenden Schichten der Röhre sammelt sich in inselförmigen
Bereichen somit ein Rest übersättigter Lösung. Der hochenergetische Elektronen-
strahl des TEM verursacht dann sowohl Wachstum als auch Reduktion der Cluster.
Der thermische Energieeintrag führt zum Verdampfen des restlichen Wassers aus
den S-Layer-Röhren, in manchen Fällen ist sogar eine dem Kochen ähnliche Blasen-
bildung zu beobachten. Dabei findet aus energetischen Gründen6 eine Anreicherung
der Komplexe in den verbleibenden Hohlräumen des Proteintemplates statt, wo die
Komplexe durch den Elektronenstrahl zu metallischem Platin bzw. Palladium redu-
ziert werden.
Die reduzierende Wirkung des Elektronenstrahles im TEM wurde in der Ver-
gangenheit bereits an Materialien wie WO3 [97] oder Palladiumazetat [98, 99] nach-
gewiesen. Um zu verifizieren, ob sich die Komplexe der K2PtCl4 - bzw. K2PdCl4 -
Lösung tatsächlich durch den Elektronenstrahl reduzieren lassen, wird pure Lösung
ohne S-Layer auf TEM-Netzchen gebracht und nach dem Trocknen im TEM unter-
sucht. In diesem Fall wird die Bildung unregelmäßiger Partikel beobachtet, die teil-
weise größer als 20 nm sind. Dabei ist der Prozeß der Nukleation selbst jedoch nicht
mehr zu beobachten, da das Wasser bereits während der Präparation vollständig
6Die sphärische Ansammlung ist ähnlich der Tropfenbildung bei Flüssigkeiten gegenüber einer
flächenhaften Ansammlung bevorzugt.
72 KAPITEL 5. S-LAYER ALS TEMPLAT
verdunsten kann.
Bei den im TEM gebildeten Clustern konnte der metallische Charakter wieder
mittels HRTEM nachgewiesen werden (vgl. Abschnitt 5.2).
Die Annahme, daß die Cluster in den Hohlräumen zwischen den beiden S-Layer-
Schichten entstehen, kann durch rasterkraftmikroskopische Aufnahmen untermau-
ert werden. Zu diesem Zweck wird die gleiche Probe nach der Clusterbildung und
Untersuchung im TEM mittels SFM abgebildet. Die Verwendung von buchstaben-
indizierten Koordinatennetzchen ermöglicht dabei das rasche und gezielte Auffinden
der selben Probenstelle in beiden Mikroskopen. Der zwischen den Kupferstegen des
TEM-Netzchens freitragende Kohlefilm ist starr genug, um zumindest im Tapping-
modus des SFM eine Abbildung mit ausreichender Auflösung zu ermöglichen. Die
Abbildung 5.16: Elektronenstrahl-induzierte Cluster in einer S-Layer-Röhre
von B. sphaericus. Vergleichende Abbildung der selben Probenstelle mittels
TEM und SFM (Balken = 100 nm). A) linke Seite - SFM-Tappingmodus-
Abbildung und rechte Seite - TEM-Abbildung der Röhre. Die großen Partikel
sind Metallclusteragglomerate, die sich z.B. im TEM aus kleineren Metallsalz-
kristallen bilden. B) Vergrößerter Ausschnitt aus der TEM-Aufnahme A. Die
separierten geordneten Cluster sind deutlich zu erkennen. C) und D) SFM-
Höhen- bzw. Amplitudenbild der selben Probenstelle wie B.
Abbildung 5.16 zeigt den SFM/TEM-Vergleich eines typischen Clustergitters in ei-
ner S-Layer-Röhre. Während die TEM-Aufnahme deutlich die separierten Cluster
zeigt, sind sie in den SFM-Abbildungen nicht zu erkennen. Vor allem im Ampli-
tudenbild (5.16 D) erscheint die Oberfläche innerhalb der typischen Gitterabstände
des Templates von 12-13 nm relativ glatt. Das ist konform mit Abbildungen nativer
adsorbierter Röhren, bei denen die schwächer strukturierte Außenseite des S-Layers
nach außen weist und ebenso nur schwer die Gittersymmetrie per SFM nachzuweisen
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ist (Abschnitt 6.1.1). Würden die 5-7 nm großen Cluster auf dem Templat liegen,
sollte man sie dagegen mittels SFM deutlich detektieren.
Einen weiteren Anhaltspunkt für diese These liefert ein Vergleich der Cluster-
geometrie mit der Struktur der S-Layer-Röhre (Abb. 5.17). Die Untersuchung des
nativen S-Layers von B. sphaericus NCTC 9602 ergibt eine zweidimensionale Struk-
tur, die der des S-Layers von S. ureae ATCC 13881 sehr ähnlich ist (Abschnitt 6.3.2).
Schließt man daraus auch auf eine hohe Übereinstimmung in der dreidimensiona-
len Struktur, die leider bis jetzt nur für den zweiten der beiden S-Layer bekannt ist
(Abb. 4.2 und [58]), dann befindet sich auf der Innenseite des B. sphaericus-S-Layers
ebenso eine Vertiefung an der untergeordneten vierzähligen Symmetrieachse. Die-
se Vertiefung weist eine fast quadratische Form auf, deren Kanten etwa 7 nm lang
und etwa 30 Grad zu den Vektoren des S-Layer-Gitters gedreht sind (Abb. 5.17 E)7.
Genau diese Form und Verdrehung weisen die im TEM gebildeten Cluster für eine
bestimmte Zeit während der Bildungsphase auf (Abb. 5.17 B und C).
Dabei ergibt sich jedoch zunächst ein Widerspruch: Wie bereits im Abschnitt
4.3 erläutert, fallen beim Adsorbieren von S-Layer-Röhren die Einheitszellen der
beiden Schichten bedingt durch die p4-Symmetrie des S-Layers von B. sphaeri-
cus NCTC 9602 gespiegelt exakt aufeinander, da deren Gittervektoren stets in ei-
nem Winkel von 45 Grad zur Längsachse der Röhre orientiert sind und sie sich
damit entlang der [11]-Richtung des Gitters falten. Damit treffen die Vertiefungen
in den beiden Schichten der Röhre aber ebenso gespiegelt und somit um ca. 60
Grad verdreht aufeinander (Abb. 5.17 F). Die Form der zwischen den Layern gebil-
deten Kavitäten ist somit nicht quadratisch wie die Form der beobachteten Cluster,
sondern eher verschmiert. Die Mittelwerte der jeweiligen Clusterform während der
Entstehung (Abb. 5.17 A-D) liefern eine mögliche Erklärung dafür. Vergleicht man
die Abbildungen 5.17 A und 5.17 F, dann ähnelt die Struktur zu Beginn der Clu-
sterentstehung tatsächlich eher der erwarteten für eine solche Doppelschicht. Später
bilden die Cluster aber die Struktur einer Monolage nach, wie aus einem Vergleich
der Abbildungen 5.17 B und C mit der Abbildung 5.17 E ersichtlich ist.
Die zugehörigen Varianzbilder geben die Stärke der Abweichung der Realstruktur
vom Mittelwert an. Die lokal hohe Varianz der Abb. 5.17 D spricht für den zuneh-
menden Positionsverlust der Cluster durch die Zerstörung der Struktur bei hohen
Strahlungsdosen. Die Varianz für 5.17 A besteht dagegen nur aus Rauschen, das den
Bildern überlagert ist, was einer relativ hohen Ortstreue der Cluster entspricht.
Denkbar ist, daß die adsorbierte untere Schicht der Röhre eine starke hydrophobe
Bindung zum Substrat aufweist, während die Bindung zur oberen Schicht geringer
und evtl. noch weiter abgeschwächt durch die in der Röhre gesammelten Metall-
7Der S-Layer von B. sphaericus NCTC 9602 weist somit ähnlich dem von S. ureae eine Händig-
keit auf. Ob es sich dabei aber um Rechts- oder Linkshändigkeit handelt, ließe sich nur mittels
3D-Bildrekonstruktion feststellen, wenn man sowohl die Lage des S-Layers auf dem Substrat als
auch die Lage der Probe im Mikroskop exakt kennt.
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Abbildung 5.17: Elektronenstrahl-
induzierte Platinclusterbildung
im TEM:
Obere Reihe A-D: Korrelati-
onsgemittelte symmetrisierte
Strukturen zu den Abbildungen
5.14 A-D. Die untere Reihe zeigt
die zugehörigen Varianzbilder.
Native S-Layer zum Vergleich:
Die Abbildung E zeigt den Mit-
telwert der nativen Struktur einer
S-Layer-Monolage, Abbildung F
die daraus simulierte Struktur
eines Bilayers, die beim Adsorbie-
ren einer S-Layer-Röhre entsteht.
Die Winkel geben die Drehung der
Cluster bzw. der Vertiefungen des
S-Layers in Bezug auf die Gitter-
vektoren an.
komplexe ist. Damit könnten sich die Cluster mehr nach der unteren Proteinschicht
ausrichten, und die obere Schicht würde dieser Ausrichtung zum Teil folgen.
Wahrscheinlicher ist aber, daß der Wärmeeintrag durch den Elektronenstrahl die
obere Schicht aufgrund der schlechteren Wärmeableitung eher zerstört und sich die
Cluster dann nach der unteren Schicht ausrichten.
Die Nanopartikelbildung findet innerhalb von ca. 3 Minuten bei einer Dosis-
rate von 7 · 103 e · nm−2 s−1 statt [100]. Während dieser Zeit passieren ungefähr
1.8 · 108 Elektronen jede Elementarzelle des Proteingitters. Das entspricht einer mi-
nimalen Dosis von 1.2 · 106 e · nm−2. Dieser Wert ist 104mal so groß wie der von
Knapek [101] veröffentlichte Wert für die Zerstörung biologischer Proben und au-
ßerdem in der gleichen Größenordnung wie die beobachtete Dosis für die Zerstörung
nativer S-Layer (vgl. auch Abschnitt 6.2.1). Das bedeutet einerseits, daß die S-Layer
chemisch bereits zerstört sein können, ohne daß die Gitterstruktur darunter leidet.
Da andererseits nach Knapek die Geschwindigkeit der Zerstörung extrem von der
Wärmeleitfähigkeit der Unterlage abhängt, ist die Zerstörung der oberen S-Layer-
Lage vor der unteren anzunehmen.
In einer Veröffentlichung von Dieluweit et al. [102] wird über die Bildung von Gold-
clustern im TEM auf dem S-Layer von B. sphaericus CCM 2177 berichtet, die den
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hier beobachteten sehr ähnlich sind. Dort ist von Monolayern die Rede, die jedoch
chemisch durch den Austausch der freien Aminogruppen gegen Thiolgruppen so mo-
difiziert wurden, daß eine hohe Bindungskapazität für die verwendeten Goldkomple-
xe erreicht wird. Allerdings liegt die damit möglichen Anzahl gebundener Komplexe
eine Größenordnung unter der, die für 5-7 nm große Goldcluster benötigt wird8.
Dieluweit konnte jedoch auch die Existenz von Bilayern beobachten [103], was eher
die hier vertretene Theorie der Clusterbildung zwischen den Schichten untermauert.
5.4 Anwendungen metallisierter S-Layer
Je nach Art und Struktur der abgeschiedenen Cluster sind verschiedene Anwendun-
gen denkbar. Sollte es gelingen, die Ordnung der Arrays noch zu verbessern, bzw. sol-
che Strukturen, wie die durch Elektronenstrahl-induzierte Clusterbildung auf größe-
ren Bereichen und vor allem kontrolliert zu erzeugen, käme eine Verwendung als
nanoelektronisches Bauelement in Betracht. Beim Einsatz ferromagnetischer Mate-
rialien für die Cluster könnten so Speicherdots einer extrem hohen Packungsdichte
erreicht werden.
Da metallische Nanostrukturen in der Größenordnung, wie sie im Rahmen die-
ser Arbeit untersucht wurden, völlig neue Eigenschaften haben, sind sie auch für
die Grundlagenforschung physikalischer Phänomene interessant. So sind durch die
geringe Größe der Cluster bereits bei relativ hohen Temperaturen (bis hin zu Raum-
temperatur) Quantenphänomene zu erwarten [104]. Außerdem wurde gezeigt, daß
Platincluster im Gegensatz zu kompaktem Platin supraleitende Eigenschaften auf-
weisen [105]. Dabei wurden für Cluster im Submikrometerbereich Sprungtempe-
raturen von 20 mK und kritische Magnetfelder von 18 mT gemessen. Diese Werte
liegen um mehr als eine Größenordnung über denen, die man bei Platinclustern im
Mikrometerbereich beobachtet. Möglicherweise erreicht man bei Clustergrößen von
wenigen Nanometern, wie sie typischerweise beim biomolekularen Templating auf
S-Layern erreicht werden, noch höhere Werte.
Vorerst naheliegender sind in absehbarer Zeit jedoch Einsatzgebiete, bei denen es
weniger auf die exakte Positionierung der Cluster, sondern vielmehr auf deren enge
Größenverteilung und eine hohe Belegungsdichte ankommt. Denkbar sind Sensoren,
bei denen beispielsweise die katalytischen oder adsorptiven Eigenschaften von Edel-
metallclustern aus Pt oder Pd zur Detektion von Gasen genutzt werden können.
Die Reaktion der Gase führt dann zum Beispiel beim Einsatz in pyroelektrischen
Sensoren zu einer detektierbaren Wärmetönung. Beim Einsatz in SAW-Sensoren
(SAW=surface acoustic wave) kommt es durch die Adsorption zu einer verstärkten
Dispersion der Oberflächenwelle.
8Den ca. 400 freien Aminogruppen pro S-Layer-Elementarzelle [88] stehen ca. 10000 benötigte
Metallatome pro Cluster entgegen (Anhang A.8.3).
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Intensiv werden zur Zeit Untersuchungen bzgl. der katalytischen Leistungsfähig-
keit solcher mit Platin oder Palladium metallisierten S-Layer betrieben. Das solche
Strukturen für bestimmte Reaktionen katalysierend wirken, konnte bereits nachge-
wiesen werden und sogar eine verstärkte Enantioselektivität wurde gezeigt [106].
Ob also in naher Zukunft tatsächlich eine dieser denkbaren Anwendung eine Rea-
lisierung findet, hängt auch von der Geschwindigkeit ab, mit der ähnliche Strukturen
auf anderem Wege erzeugt werden.
6 Strukturuntersuchungen
Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der Aufklärung des Zusammenhangs zwi-
schen der Struktur der Proteine und der darauf erzeugten Nanostrukturen. Damit
sollen sich die gewonnenen Erkenntnisse zum Mechanismus der Clusterentstehung
untermauern oder widerlegen lassen.
Voraussetzungen sind Kenntnisse über die native Proteinstruktur und die Analy-
se der Clusteranordnung. Wie im Kapitel
”
Analytische Methoden“ bereits eingeführt
wurde, standen im Rahmen dieser Arbeit die Rasterkraftmikroskopie, die Transmis-
sionselektronenmikroskopie und die Elektronenholographie als abbildende Verfahren
zur Verfügung, die dann Grundlage für die Bildanalyse und -verarbeitung waren.
6.1 Rasterkraftmikroskopie
Zweidimensionale Proteinkristalle wurden 1990 erstmals durch H. J. Butt et al. [107]
und S-Layer 1991 erstmals durch W. Wiegrabe et al. [108] mittels SFM abgebildet.
Seitdem wurde die Technik weiter perfektioniert, so daß heute bei der Abbildung
solcher Proben mittels Flüssigzelle Auflösungen im Subnanometerbereich erreicht
werden. Sogar Konformationsänderungen, wie das Öffnen oder Schließen von Po-
renkanälen in S-Layern konnten mittlerweile demonstriert werden [55, 56]. Solche
Abbildungen sind mit einem extrem hohen präparativen Aufwand verbunden. In
der vorliegenden Arbeit wird die SFM dagegen als ergänzende Methode eingesetzt,
um S-Layer auf den technisch interessanten, aber meistens nicht von Elektronen
durchstrahlbaren Substraten abbilden zu können.
6.1.1 Rasterkraftmikroskopie an nativen S-Layern
Abbildung 6.1 zeigt die SFM-Abbildung nativer S-Layer-Sheets von S. ureae. Deut-
lich wird aus dieser Aufnahme die unterschiedliche Rauhigkeit der beiden S-Layer-
Seiten. Als Substrat wurde ein Silizium-Wafer verwendet, der durch die native Oxid-
schicht leicht hydrophil ist. Die Folge ist, daß bevorzugt die hydrophile Innenseite des
S-Layers adsorbiert. Die dem Betrachter damit zugewandte Außenseite des großen
Sheets zeigt keine Gitterstruktur. In den Randbereichen, an denen der S-Layer um-
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Abbildung 6.1: SFM-Aufnahme
von S-Layer-Sheets von S. ureae.
Die Aufnahme erfolgte im Tap-
pingmodus an Luft, das obere
Bild gibt das Höhensignal, das
untere Bild das Amplitudensi-
gnal wieder. Deutlich sichtbar ist
die unterschiedliche Rauhigkeit
der beiden Seiten des S-Layers.
Vor allem im Amplitudenbild ist
im linken Bereich deutlich das
Gitter des S-Layers zu erken-
nen, während die große Fläche in
der Bildmitte keine Periodizität
zeigt.
geklappt ist und damit die Innenseite zeigt, ist das Gitter dagegen deutlich zu erken-
nen. Daß diese Seite stärker strukturiert ist, weiß man aus der 3D-Rekonstruktion
transmissionselektronenmikroskopischer Kippserien [58], aus denen die Struktur die-
ses S-Layers mit einer Auflösung von 1.7 nm bestimmt wurde (Abb. 4.2). Dessen
Innenseite ist mit Höhenunterschieden bis zu 4 nm wesentlich rauher als die Au-
ßenseite, die nur vertikale Unterschiede bis zu 2 nm aufweist. Daß es sich in der
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Abbildung 6.1 um die beiden Seiten und nicht um verschiedene Layer handelt, ist
aus der Faltung der S-Layer-Stücke zu erkennen. Typisch dabei ist die schon im
Abschnitt 4.3 beschriebene Faltung entlang der [11]-Richtung des Gitters.
Die Höhe der Schichten aus diesen AFM-Untersuchungen an Luft konnte mit ca.
5 nm bestimmt werden, die der Doppelschichten entsprechend mit ca. 10 nm. Diese
Werte ergeben sich aus gemittelten Höhenprofilen über den Layer (Abb. 6.2) und
sind geringfügig kleiner als der publizierte Wert von 6.6 nm von negativ kontrastier-
ten TEM-Proben [58]. Die aus den SFM-Bildern ermittelte Gitterkonstante beträgt
Abbildung 6.2:
Höhenprofil innerhalb einer SFM-
Aufnahme von nativen S. ureae-Sheets. Die
Höhe wurde jeweils quer zum Streifen ge-
mittelt. Die Höhensprünge beim Übergang
vom Substrat zum Mono- bzw. Bilayer
sind bei x1 ≈ 0.4 µm und x2 ≈ 0.7 µm
deutlich zu erkennen. Die Höhe einer im
trockenen Zustand abgebildeten Schicht
beträgt demnach ca. 5 nm.
13-14 nm und ist damit vergleichbar mit der in [58] publizierten von 12.9 nm. Ur-
sache für diese geringe Abweichung können unter anderem Verzerrungseffekte beim
Abrastern der Oberfläche sein1.
Bemerkenswert ist, daß die unterschiedlich starke Strukturierung der beiden S-
Layer-Seiten nicht immer beobachtet werden kann. Manchmal ist bei eindeutig um-
gefalteten Layern trotzdem beidseitig das Gitter zu beobachten. Die Ursache dafür
dürfte in den verschiedenen Geometrien der Spitzen für die unterschiedlichen Auf-
nahmen liegen. Die Substruktur der Einheitszellen, die eine Unterscheidung der
beiden Seiten ermöglichen sollte, kann im hier verwendeten Tappingmodus nicht
aufgelöst werden.
Äquivalente Ergebnisse werden für den S-Layer von B. sphaericus erzielt. Die
ermittelte Höhe der Schichten ist mit 5 nm fast identisch mit denen von S. ureae,
aber nur halb so groß, wie die in der Flüssigzelle gemessenen Dicken [109]. Das ist ein
Anzeichen dafür, daß der verbleibende Wasserfilm, der bis zu 0.4 nm betragen kann
[44], eine Schrumpfung der Schicht nicht verhindert. Außerdem ist der ermittelte
1Beispielsweise wurde für den S-Layer der Abb. 6.2 in Richtung des ersten Gittervektors eine
Periodizität von 13 nm, in Richtung des zweiten von 14 nm ermittelt. In der Abbildung ist das
Gitter aufgrund der Bildgröße nicht zu erkennen.
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Absolutwert jeweils stark abhängig von der eingestellten Kraft, mit der die Spitze
die Oberfläche berührt [110].
6.1.2 Rasterkraftmikroskopie an metallisierten S-Layern
Die SFM an S-Layern, auf denen in der Lösung Cluster abgeschieden wurden, ge-
staltet sich schwierig. Zunächst verändern sich durch die Metallisierung drastisch die
Adsorptionseigenschaften. Während native S-Layer auf den verschiedensten Substra-
ten so adsorbieren, daß stets planare Einzel- oder Doppellagen zu beobachten sind,
kommt es durch die Metallisierung in der Lösung je nach Parametern häufig zur
Agglomeration, die auch bei den UV/VIS-Messungen beobachtet werden kann. Die
dabei gebildeten
”
Haufen“ lassen sich im SFM jedoch nicht vernünftig abbilden. Im
Gegensatz zum TEM, bei dem man die gesamte Probe relativ schnell nach einzeln
liegenden und damit für eine Untersuchung geeigneten Layern absuchen kann, ist
das beim SFM nicht möglich. Der Grund liegt in der benötigten Zeit zum Abrastern
und dem dabei im Vergleich zum TEM erzielbaren kleineren Gesichtsfeld.
Ein weiterer Nachteil ist die oben bereits erwähnte geringe Auflösung im Tap-
pingmodus. Die Cluster lassen sich bei einer mittleren Größe von 2 nm damit nicht
auflösen. Bestenfalls wäre eine Höhenzunahme der Schichten zu beobachten, wenn
die Cluster auf dem Layer lokalisiert wären. Daß eine signifikante Erhöhung nicht
beobachtet werden kann, ist mit den Ergebnissen der kommenden Abschnitte kon-
form, daß die Cluster vorrangig in den Poren wachsen. In diesem Fall kommt es nur
zu einer Verringerung der Oberflächenrauhigkeit und damit zu einer Verschmierung
der Gitterstruktur (Abb. 6.3). Da deren Abbildung aber wie im Kapitel 3 erläutert
von der Spitzengeometrie abhängt, kann man allein aus der fehlenden Gittersym-
metrie in der Abbildung eines S-Layers nicht eindeutig auf dessen Metallisierung
schließen.
Abbildung 6.3: SFM-Abbildung (Höhen-
bild) eines mit Platin metallisierten S-
Layers von B. sphaericus NCTC 9602. Die
bei gleicher Auflösung sichtbare Gitter-
struktur nativer S-Layer ist hier nicht mehr
auszumachen. Durch die Cluster wirkt die
Oberfläche
”
verschmiert“. Bei den größeren
Partikeln handelt es sich wahrscheinlich um
Cluster, die homogen in Lösung entstanden
und anschließend adsorbiert sind.
Zusammenfassend muß festgestellt werden, daß SFM-Untersuchungen im Tapping-
modus an Luft nicht geeignet erscheinen, um Strukturuntersuchungen an metalli-
sierten S-Layern vorzunehmen.
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6.2 Transmissionselektronenmikroskopie
Aufgrund der Strukturgröße der S-Layer ist die Transmissionselektronenmikroskopie
zweifelsohne das Mittel der Wahl zu deren Abbildung. Die typischen Dicken von
wenigen Nanometern ermöglichen eine gute Durchstrahlung, und die Auflösung der
Gitterstruktur bei gleichzeitig großem Gesichtsfeld ist je nach Präparationsmethode
mehr oder weniger problemlos.
Als Mitte der siebziger Jahre S-Layer verstärkt in den wissenschaftlichen Fokus
gerieten, beschränkte sich die Untersuchung der Struktur zunächst auf unbearbei-
tete TEM-Aufnahmen kontrastierter oder bedampfter Proben zur Demonstration
der Gittersymmetrie. Außerdem wurde die Elektronenmikroskopie von Replikaten
durch Gefrierbruchpräparation zur Abbildung der Schichten auf der Bakterienzelle
eingesetzt [62, 76, 111].
Ab Ende der siebziger Jahre wurde zunächst die zweidimensionale Bildverar-
beitung für TEM-Aufnahmen von S-Layern eingesetzt. Im Ergebnis wurden die re-
konstruierten Projektionen einer Vielzahl von S-Layern publiziert, die bereits deren
Porosität gut demonstrieren (Beispiele finden sich in [68, 77, 112, 113]).
Der bisherige Höhepunkt der Strukturforschung an den Zellhüllenproteinen wur-
de zwischen 1982 und dem Anfang der 90er Jahre durch die dreidimensionale Re-
konstruktion aus TEM-Kippserien erreicht [57]. In dieser Zeit wurden mehr als 30
verschiedene Spezies und Stämme charakterisiert. Da es bis jetzt noch nicht gelungen
ist, die Molekülstruktur von S-Layern durch Röntgenbeugung oder multidimensio-
nale NMR-Spektroskopie aufzuklären, sind damit die TEM-Methoden nach wie vor
ohne Alternative, um Informationen über Aufbau und Struktur zu gewinnen.
6.2.1 TEM an S-Layern, Strahlenschädigung
Um die Struktur der S-Layer im TEM abzubilden, gibt es verschiedene präparative
Möglichkeiten, deren Vor- und Nachteile im folgenden erläutert werden. Sie unter-
scheiden sich im wesentlichen durch die erreichbare Auflösung, den präparativen
Aufwand und den destruktiven Einfluß der Elektronen bei der Bestrahlung.
Native S-Layer
Native Proben, die einfach auf einem TEM-Grid adsorbiert und luftgetrocknet wer-
den, stellen im Sinne der Abbildungstheorie schwache Phasenobjekte dar. Sie liefern
im Fokus fast keinen Kontrast und sind damit quasi
”
unsichtbar“, lassen sich aber
durch Defokussierung abbilden (Abschnitt 6.3.1).
Die Untersuchung unkontrastierter Proben ohne Kühlung im TEM stellt ei-
nerseits die ungünstigste Methode dar, S-Layer abzubilden. Sie ermöglicht jedoch
die Charakterisierung der Strahlenempfindlichkeit des nativen Proteins, die unter
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Umständen auch bei der Abbildung der auf den S-Layern gewachsenen Clusterar-
rays eine Rolle spielt.
Das Protein verändert bereits während der Trocknung seine Tertiärstruktur, wo-
durch es zur Schrumpfung kommen kann. Die Anordnung als zweidimensionales
Gitter bleibt jedoch erhalten.
Ein besserer Kontrast der Probe läßt sich erzielen, wenn die S-Layer-Sheets nicht
auf einem konventionellen kohlebefilmten TEM-Grid adsorbiert, sondern auf einen
kohlebedampften Lochfilm wie Lacey oder Quantifoil (Anhang A.7.1) aufgebracht
werden. Dabei kommt es vor, daß sich die Layer, vor allem rekristallisierte Röhren
sind prädestiniert dafür, freitragend über die Löcher spannen. Damit entfällt das
störende Untergrundsignal der dünnen amorphen Kohlefolie, und der Kontrast bil-
det sich aus dem Phasenunterschied zwischen der Elektronenwelle durch das Vaku-
um und der Elektronenwelle durch den Proteinkristall. Die Folge ist ein besseres
Signal/Rausch-Verhältnis und eine deutlich kontrastreichere Darstellung.
Die Ursache der hohen Strahlenempfindlichkeit der Proben liegt in der inelasti-
schen Streuung der Elektronen an den leichten Elementen des Proteins wie Koh-
lenstoff, Wasserstoff, Sauerstoff und Stickstoff. Abhängig von der Elektronendosis,
führt das direkt zum Aufbrechen chemischer Bindungen. Die kritische Dosis, bei der
eine solche Zerstörung eintritt, stellt damit den limitierenden Faktor für die maximal
erreichbare Auflösung dar und begrenzt außerdem drastisch die Beobachtungszeit.
Für verschiedenste biologische Proben wurden in der Vergangenheit zumeist durch
Auswertung von Beugungsaufnahmen im TEM kritische Dosen zwischen 0.1 und
1 e/Å2 ermittelt [101, 114, 115, 116]. Das bedeutet aber, daß native, also quasi un-
geschützte Proben, bereits während der Positionierung und Fokussierung zerstört
werden können. Genauso negativ wirkt sich der destruktive Einfluß durch lokale
Erwärmung aus, der von der Dosisrate abhängt. Das Protein wird dadurch irrever-
sibel denaturiert.
Es kommen verschiedene Methoden zum Einsatz, um die Probe zu schützen und
damit die kritische Dosis zu erhöhen. Beispiele sind die Kontrastierung des Objektes,
eine höhere Beschleunigungsspannung oder die Bedampfung der Probe mit einem
dünnen Kohlefilm zur Vermeidung von Aufladungseffekten. Besonders effektiv ist
der Einsatz von Kühlhaltern. Außerdem sollte die Dosis bei empfindlichen Proben
auf ein Minimum reduziert werden, womit aber auch das Signal/Rausch-Verhältnis
verschlechtert wird. Sehr wirkungsvoll ist die Abbildung mittels der sogenannten
low-dose-Technik (Abschnitt 6.3.3).
Die Analyse des Strahleneinflusses auf native S-Layer von B. sphaericus liefert
erstaunliche Ergebnisse. Bei einer Dosisrate von 23 e · Å−2 · sec−1 bleibt die Gitter-
struktur 6 Minuten stabil und noch nach 14 Minuten sind kristalline Bereiche zu
beobachten. Bei einer erhöhten Dosisrate von 80 e·Å−2·sec−1 wird die kristalline Ord-
nung bereits nach einer Minute deutlich geschwächt, nach 2-3 Minuten ist sie völlig
zerstört (Abbildung 6.4). Angemerkt sei, daß die Substruktur des Gitters bereits
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Abbildung 6.4: Destruktiver Einfluß des Elektronenstrahles auf native unkon-
trastierte S-Layer von B. sphaericus bei einer Dosisrate von 80 e·Å−2·sec−1. Die
Bilder wurden bei starkem Unterfokus (ca. −5 µm) aufgenommen, um einen
deutlichen Kontrast zu erreichen. Die Aufnahmen entstanden nach verschiede-
nen Zeiten t (gemessen vom Zeitpunkt der Positionierung und Fokussierung),
was zu einer akkumulierten Gesamtdosis Da führte:
A) t=0 sec. Da := 0 e/Å
2
B) t=60 sec. Da = 4.8 · 103 e/Å2
C) t=120 sec. Da = 9.6 · 103 e/Å2
D) t=180 sec. Da = 14.4 · 103 e/Å2
kurz nach Beginn der Bestrahlung zerstört werden kann. Da der S-Layer durch star-
ke Defokussierung abgebildet wird, läßt sich dieser Umstand nicht nachweisen. Die
eigentliche Gitterstruktur bleibt aber bis zu Dosen von ca. 103 e/A2 deutlich erkenn-
bar. Die Grenze für eine Strahlenschädigung liegt damit etwa drei Größenordnungen
über der oben erwähnten kritischen Dosis für andere Biopolymere. Das bestätigt in
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gewisser Weise die Annahme einer Schutzfunktion, die der S-Layer durch seine ex-
treme Stabilität für die lebende Zelle gegen äußere Einflüsse ausübt (Abschnitt 4.1).
Kotiranta et al. berichteten 1999 beispielsweise von einer 2.6fach höheren Resistenz
gegen Gammastrahlung von B. cereus-Stämmen mit S-Layern gegenüber solchen
ohne S-Layern [117].
Negative staining
Unter
”
negative staining“ versteht man die Einbettung eines Objektes in ein Schwer-
metallsalz [118]. Durch diese aus präparativer Sicht sehr einfach durchzuführende
Methode (Anhang A.7.2) gewinnt man einerseits relativ zuverlässige Strukturinfor-
mationen, und außerdem sind so behandelte Proben gewissermaßen konserviert und
damit extrem langzeitstabil sowie relativ unempfindlich gegenüber Strahlenschäden.
Die Schwermetallatome der verwendeten Substanzen, wie Uranylacetat oder Phos-
phorwolframsäure, führen zur stärkeren Streuung eines Teils der einfallenden Elek-
tronen. Diese Elektronen werden durch die Kontrastblende ausgeblendet und liefern
damit einen sichtbaren Streuabsorptionskontrast. Außerdem ist die Phasenschie-
bung durch das Schwermetall größer. Folglich wird, bedingt durch die von der Kon-
trastübertragungsfunktion bestimmte Umwandlung der Objektphaseninformation in
den Bildkontrast, bereits bei geringem Unterfokus ein stärkerer Kontrast erreicht.
Abbildung 6.5-links zeigt schematisch die Kontrastentstehung. Die Stainingsubstanz
Abbildung 6.5:
Schematische Darstellung der Kon-
trastentstehung im TEM durch negative
staining (nach [119]). Links: Das Molekül
ist im Schwermetallsalz eingebettet, was
zu der darunter gezeigten Elektronen-
dichteverteilung am Detektor des TEM
führt. Rechts: Wird die Pore des Moleküls
vor dem Staining mit Metallkomplexen
gefüllt und anschließend gestaint, kommt
es durch den geringeren Streuquerschnitt
der Komplexe im Vergleich zum Stain
zu einem geringeren Kontrast in diesem
Bereich.
füllt die Poren und Hohlräume und umhüllt die Oberfläche des Proteins. Infolge-
dessen lagert sich an massiven Proteinstrukturen nur eine dünne Schicht ab, und
folglich kommt es dort zu einem geringeren Streuabsorptionskontrast. Weil dadurch
das Protein hell und die Poren und Hohlräume dunkel abgebildet werden und das
Bild invertiert erscheint, spricht man vom
”
negative staining“.
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Da nicht das Protein selbst, sondern der umhüllende Stain das Bild liefert, ist ei-
ne unspezifische Anlagerung des Salzes die Voraussetzung dafür, daß mit dieser
Methode gewonnene Abbildungen die Morphologie der Probe darstellen. Das ist
in der Praxis nur zum Teil richtig. Durch eine teilweise spezifische Bindung oder
elektrostatische Wechselwirkung kommt es an bestimmten Stellen zur verstärkten
Anbindung und damit zu einer scheinbar geringeren Proteindichte. Ein Indiz dafür
liefert der Vergleich von Bildern der gleichen Struktur bei Verwendung verschiedener
Stainingsubstanzen, der deutliche Unterschiede zeigt [120]. Dieser Effekt kann sogar
genutzt werden, um ein
”
positive staining“ zu erreichen, indem die Probe nach der
Inkubation mit dem Schwermetallsalz nochmals mit Wasser gewaschen und somit
ungebundenes Salz wieder entfernt wird. Der dann noch sichtbare Kontrast wird
durch spezifisch gebundenes Salz erreicht.
Normalerweise sollte die Salzlösung durch die Poren der Probe diffundieren und
somit das Präparat beidseitig umhüllen. Damit ergäbe sich kein sichtbarer Unter-
schied für S-Layer, die mit unterschiedlicher Seite auf dem Substrat adsorbiert sind.
In den zahlreichen Experimenten im Rahmen dieser Arbeit wurden jedoch teilweise
Abbildung 6.6: TEM-Aufnahme
eines teilweise umgeklappten S-
Layer-Sheets kontrastiert mit Ura-
nylacetat. Deutlich sichtbar sind
Strukturunterschiede der zwei Sei-
ten des S-Layers. Die Insets zeigen
vergrößerte symmetrisierte Mittel-
werte der CA der entsprechenden
Bildbereiche. Anhand der unter-
schiedlichen Händigkeit dieser In-
sets läßt sich exakt nachweisen,
daß jeweils die andere Seite des S-
Layers auf dem Substrat liegt.
deutliche Unterschiede zwischen nebeneinanderliegenden oder umgeklappten Schich-
ten festgestellt (Abbildung 6.6). Ursachen sind die Abhängigkeit der Durchdringung
von Parametern wie Salzkonzentration, Inkubationszeit sowie die Benetzungseigen-
schaften des Substrates und der dem Substrat zugewandten Seite des S-Layers (Abb.
6.7).
Theoretisch sollte sich damit eine Möglichkeit bieten, die adsorbierte Seite des
S-Layers zu bestimmen. Leider gestaltet sich aber die Reproduzierbarkeit durch die
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Abbildung 6.7:
Schematische Darstellung des Einflusses
von Substrat und Probenoberfläche auf
den Meniskus der Staininglösung vor dem
Trocknen (nach [118]). A) Hydrophile Pro-
be auf hydrophilem Substrat. B) Hydro-
phile Probe auf hydrophobem Substrat. C)
Hydrophobe Probe auf hydrophilem Sub-
strat. D) Hydrophobe Probe auf hydropho-
bem Substrat.
ungeklärten Parametereinflüsse als schwierig.
Ein weiterer Nachteil des Verfahrens besteht in der limitierten Auflösung durch
die Korngröße der Salzkristalle beim Trocknen. Die untere Grenze liegt je nach ver-
wendeter Substanz bei minimal 1-1.5 nm. Allerdings wurden kürzlich Strukturunter-
suchungen an Katalasekristallen publiziert, bei denen gestainte Proben Braggreflexe
bei 0.4 nm zeigen [121]. Das würde bedeuten, daß die mittels Schwermetallkontrastie-
rung erreichbare Auflösung wesentlich kleiner als 1 nm sein könnte.
Im Zuge der durchgeführten Versuche zur Anbindung der Metallkomplexe an das
S-Layer-Templat, ergibt sich die Fragestellung, ob negative staining nur auf nati-
ve Proteine angewendet werden kann oder ob auch die Topographie angebundener
Objekte abgebildet werden kann. Die Idee ist schematisch in der Abbildung 6.5-
rechts dargestellt. Wenn es keine Affinität zwischen den Metallkomplexen und dem
Schwermetallsalz des Stainings gibt und die Komplexe mehr oder weniger spezifisch
an bestimmten Positionen der Einheitszelle binden, sollte ein Vergleich zu nativen,
negativ gestainten Proben diese Positionen sichtbar machen. Daß die ersten Er-
gebnisse dieser Versuche diese Vermutung rechtfertigen, wird im Abschnitt 6.3.2
innerhalb der Bildanalyse gezeigt.
Einbettung, Cryomikroskopie
Eine weitere Möglichkeit zur Abbildung von Proteinen ist deren Einbettung in ei-
ne hochkonzentrierte Glukoselösung oder in vitrifiziertes (amorphes) Eis. Beides
setzt den Einsatz eines Flüssigstickstoff gekühlten Probenhalters voraus. Die Eis-
einbettung ist durch die Notwendigkeit eines Cryotransfersystems präparativ sehr
aufwendig.
Der Vorteil beider Verfahren besteht darin, daß das Präparat nicht dehydratisiert
wird und somit seine Struktur erhalten bleibt. Im Gegensatz zum negative staining
stammt der Kontrast bei Eiseinbettung vom Objekt selbst, was die Artefaktbildung
verringert. Der Kontrast ist jedoch wesentlich schlechter als beim negative staining.
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Das Verfahren der Cryoeinbettung könnte zukünftig in Verbindung mit der Elektro-
nenholographie (Abschnitt 3.1.3) weiter an Bedeutung gewinnen. Die Vorteile einer
höheren kritischen Dosis bei gleichzeitiger struktureller Stabilisierung des S-Layers
würden einen Teil der Probleme beseitigen, die bei den holographischen Untersu-
chungen innerhalb dieser Arbeit auftraten (Abschnitt 6.4). Außerdem besteht durch
Fokussierung des Strahls die Möglichkeit, gezielt Löcher in die amorphe Eisschicht zu
brennen, die, wenn sie direkt neben einem S-Layer plaziert werden, den ungestörten
Durchgang der Referenzwelle für das Hologramm ermöglichen. Erste Ergebnisse sol-
cher Experimente wurden in der Dissertation von Harscher [122] veröffentlicht. Er
konnte in vitrifiziertes Eis eingebettete Ferritinmoleküle holographieren.
Leider konnten im Rahmen dieser Arbeit die beiden Verfahren nicht gleichzeitig
eingesetzt werden2, so daß die Holographie von S-Layern unter Cryobedingungen
zukünftigen Untersuchungen vorbehalten bleiben muß.
Bedampfung
Die Kontrastierung biologischer Präparate durch Bedampfung mit reinen Metallen
oder Legierungen zählt neben dem negative staining zu den etabliertesten Methoden.
Die präparativen Möglichkeiten sind dabei äußerst vielfältig. Die Art der Metallver-
dampfung, die Richtung der Bedampfung und die erzeugte Schichtdicke können zu
völlig unterschiedlichen, je nach Parametern aber gut zu charakterisierenden Proben
führen. Die Abscheidung von kontinuierlichen oder diskontinuierlichen Filmen auf
der Probe stellt die erste praktizierte Methode zur Erzeugung anorganischer Nano-
strukturen auf biomolekularen Templaten dar [23]. Umfangreiche Untersuchungen
dazu finden sich auch bei Kirsch [67]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Verfahren
jedoch nicht angewendet.
6.2.2 TEM an Clusterarrays auf S-Layern
Die mit metallischen Clustern belegten S-Layer liegen bezüglich ihrer Strahlensta-
bilität rein subjektiv zwischen nativen und den in Schwermetallsalz eingebetteten.
Was die Langzeitstabilität bei normaler Lagerung an Luft betrifft, so wird auch
nach mehreren Monaten keine Veränderung festgestellt. TEM-Grids, auf denen na-
tives Protein adsorbiert wird, sind dagegen nur sehr kurz haltbar. Einerseits kommt
es in Verbindung mit der Luftfeuchtigkeit zu Zersetzungserscheinungen, andererseits
kann beobachtet werden, daß sich auf den Proteinschichten Bakterien ansiedeln, die
den S-Layer gewissermaßen als Nährmedium benutzen.
2Die Cryomikroskopie wurde am MPI Martinsried eingesetzt, die Holographie im TEM-
Speziallabor Triebenberg.
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Beim einfachen Betrachten der TEM-Aufnahmen von Clusterarrays erreicht man
relativ schnell die Grenzen der Informationsgewinnung. Zunächst lassen sich nur
grob Clustergrößen abschätzen und eine evtl. vorhandene deutliche Periodizität so-
wie Vorzugsrichtungen und Symmetrien erkennen. Zusätzlich erhält man Aussagen
über Layergrößen und den qualitativen Bedeckungsgrad auf dem Substrat sowie über
Verunreinigungen (Abb. 5.1). Die Aufnahmen beinhalten jedoch noch eine Vielzahl
weiterer Informationen, die sich erst durch tiefergehende Bildanalyse und Bildver-
arbeitung erschließen.
6.3 Bildanalyse und Bildverarbeitung
Beim Betrachten einer mikroskopischen Aufnahme ergeben sich zwei grundlegende
Fragen:
1. Entspricht die Abbildung tatsächlich der untersuchten Struktur?
2. Welche zusätzlichen objektiven Informationen erhält man neben der subjekti-
ven Wahrnehmung?
Die erste Frage sollte stets kritischer Begleiter sein, vor allem bei der Untersuchung
von Nanostrukturen mittels TEM oder SFM. Wie bereits in den vorangegangenen
Abschnitten angedeutet wurde, sind diese Methoden stets artefaktbehaftet. Daneben
spielen z.B. das unvermeidliche Bildrauschen und fast unvermeidliche Bildfehler eine
große Rolle.
Aufgabe der Bildanalyse ist es, zunächst Kriterien zur Bewertung der Bildqua-
lität abzugeben, beispielsweise Abbildungsfehler aufzuzeigen, sowie Informationen
über die untersuchte Struktur zu liefern, die beim einfachen Betrachten des Bildes
verborgen bleiben. Der Informationsgehalt einer Aufnahme ist nämlich wesentlich
größer, als diese zunächst suggeriert. Ein Beispiel dafür ist die Erkennung einer pe-
riodischen Anordnung weniger Partikel unter zahlreichen zufällig angeordneten, die
ohne Bildanalyse verborgen bliebe.
Der Übergang von der Bildanalyse zur Bildverarbeitung ist eigentlich fließend.
Genaugenommen stellt jede Veränderung des Ausgangsbildes, d.h. der
”
Rohda-
ten“ eine Bildverarbeitung dar. Dazu zählt also bereits die Veränderung der Kontrast-
oder der Farb- bzw. Grauwerte.
In dieser Arbeit ist die Bildverarbeitung dagegen eher ein Synonym für verschie-
dene Filtermethoden. Hoch- und Tiefpaß sowie Fensterfilterung im Fourierraum und
die Korrelationsmittelung sind Werkzeuge, die beispielsweise periodische Strukturen
verstärken.
In den folgenden Abschnitten werden die Prinzipien dieser Verfahren erläutert
und deren Ergebnisse bei den untersuchten S-Layern sowie den darauf abgeschiede-
nen Clustern diskutiert.
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6.3.1 Fourieranalyse
Die Fourieranalyse stellt eines der leistungsstärksten Werkzeuge der Bildanalyse dar.
Da sie in der vorliegenden Arbeit intensive Verwendung findet, werden zunächst kurz
die mathematischen Grundlagen am eindimensionalen Fall skizziert.
Eine beliebige eindimensionale Struktur, z.B. ein Höhenprofil einer SFM-Abbildung,
wird im Realraum als Objektfunktion O(x) dargestellt. Dabei muß O(x) nicht un-
bedingt eine stetige oder periodische und vor allem keine analytisch darstellbare
Funktion sein. Diese Funktion O(x) läßt sich darstellen als Summe vieler Sinusfunk-
tionen, die sich in den Parametern Frequenz, Amplitude und Phase unterscheiden.
Dabei wird die Übereinstimmung dieser Summe mit O(x) um so genauer, je mehr
solcher Funktionssummanden man einsetzt. Im Fall von unendlich vielen Summan-
den, also der Integration über alle Frequenzen, läßt sich die Objektfunktion exakt
beschreiben, diese Darstellung ist die Fouriertransformation (FT)3:
FT [O(x)] = F(k) =
∞
∫
−∞
O(x)e−i2πkxdx . (6.1)
Die Funktion F(k) ist die Fouriertransformierte FT der Objektfunktion O(x)4. Im
allgemeinen ist F(k) eine komplexe Funktion:
F(k) = <(k) + i=(k) = |F(k)| eiΘ(k) , (6.2)
wobei <(k) der (symmetrische) Realteil und =(k) der (antisymmetrische) Ima-
ginärteil der FT sind.
|F(k)| =
√
<2(k) + =2(k) (6.3)
repräsentiert den Amplitudenanteil5 von O(x), der dem Diffraktogramm entspricht,
und
Θ(k) = arctan
(=(k)
<(k)
)
(6.4)
3In verschiedenen Darstellungen der FT findet sich vor dem Integral noch ein Koeffizient, der
von der Normierung abhängt und beispielsweise 1/
√
2π betragen kann. Im vorliegenden Fall beträgt
der Koeffizient 1.
4Die unabhängigen Variablen x und k können je nach Einsatzgebiet der FT unterschiedliche
physikalische aber konjugierte Größen sein. Meistens beschreibt x die Zeit und k die Frequenz, bei
der hier durchgeführten Bildauswertung ist x die Ortskoordinate und k entsprechend die Raum-
frequenz.
5Amplituden- und Phasenanteil sind hierbei nicht zu verwechseln mit Amplitude und Phase der
Bildwelle im TEM.
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bildet den Phasenanteil5 der Fouriertransformierten.
Die Fouriertransformation ist invertierbar:
FT−1[F(k)] = O(x) =
∞
∫
−∞
F(k)ei2πkxdk , (6.5)
was die Grundlage der im Rahmen dieser Arbeit angewendeten Fourierfilterung dar-
stellt (siehe weiter hinten).
Besonders hilfreich ist die Darstellung im Fourierraum, wenn die Objektfunktion
O(x) spezielle Eigenschaften aufweist. Solche Eigenschaften, die in der Original-
abbildung nicht erkannt werden, da sie in anderen Strukturinformationen oder im
extremsten Fall im Rauschen untergehen, werden durch die mathematischen und
analytischen Eigenschaften der Fouriertransformation verstärkt dargestellt und so-
mit oftmals überhaupt erst sichtbar. Vor allem periodische Strukturen liefern typi-
sche Fourierspektren, deren wichtigste Eigenschaften in Abbildung 6.8 dargestellt
sind.
Abbildung 6.8: Schema zur Fouriertransformation periodischer Strukturen.
Ein realer Kristall kann beschrieben werden als unendlich ausgedehntes Git-
ter von Delta-Peaks g(x), auf die die Form der Einheitszellen e(x) gefaltet
wird. Da der reale Kristall nicht unendlich ausgedehnt ist, muß noch mit der
Gestaltsfunktion E(x) multipliziert werden.
Eine solche reale periodische Struktur läßt sich schematisch aus drei Substruk-
turen aufbauen. Die Periodizität entspricht zunächst einem unendlich ausgedehn-
ten
”
Dirac-Kamm“ mit der Gitterkonstante a, dessen Fouriertransformation wieder
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einen
”
Dirac-Kamm“ mit der Gitterkonstante 1/a ergibt:
g(x) =
+∞
∑
n=−∞
δ(x − n · a) FT−→ F(k) = 1
a
+∞
∑
n=−∞
δ
(
k − n
a
)
. (6.6)
Zunächst muß, um die Objektfunktion O(x) zu erhalten, die Form der Einheitszelle
e(x) mit einbezogen werden. Diese wird im Realraum auf jeden Delta-Peak des
Dirac-Kammes
”
aufmontiert“, was einer Faltung und damit im Fourierraum einer
Multiplikation entspricht:
g(x) ⊗ e(x) FT−→ FT [g(x)] · FT [e(x)] . (6.7)
Der reale Kristall ist nicht unendlich ausgedehnt, sondern weist eine Gestaltsfunktion
E(x) auf, z.B. die äußere Form eines S-Layer-Fetzens. Im Realraum entspricht das
einer Multiplikation, im Fourierraum wiederum einer Faltung:
O(x) = (g(x) ⊗ e(x)) · E(x) FT−→ [FT [g(x)] · FT [e(x)]] ⊗ FT [E(x)] . (6.8)
Bildlich gesprochen bedeutet das, daß die Fouriertransformierte der Gestaltsfunktion
auf jeden Peak des Fourierspektrums
”
aufmontiert“ wird.
Diese Betrachtungen lassen sich auch problemlos auf zwei und mehr Dimensio-
nen übertragen. In der Praxis genügt es meist, die Intensität, d.h. das Quadrat
der Fouriertransformierten auszuwerten. Bei dieser als Powerspektrum bezeichneten
Darstellung geht die Fourierphase verloren, die für die Analyse wichtigen Struktur-
informationen bleiben jedoch erhalten6. Insbesondere bei symmetrischen Funktio-
nen ist der Imaginärteil der Fouriertransformierten gleich Null, das Powerspektrum
enthält demnach die volle symmetrische Information. Umgekehrt gehen antisym-
metrische Informationen beim Powerspektrum vollständig verloren. Diese Effekte
macht man sich bei der Fourieranalyse von schattenbedampften Proben zu Nut-
ze. Der symmetrische Anteil des Fourierspektrums enthält die Informationen über
Dekorationseffekte, während der antisymmetrische Anteil die Schattenwirkung der
Bedampfung beschreibt [123]. Das Powerspektrum entspricht dem Beugungsbild der
abgebildeten Struktur, das sich auch direkt im TEM abbilden läßt.
Einen nicht zu unterschätzenden Einfluß auf die Auswertung von Fourier- oder Po-
werspektren kann deren diskrete Berechnung per Computer haben [124]7. Die Dar-
stellung der Bilder durch Pixel entspricht einer diskreten Abtastung der Objektfunk-
tion. Sie kann als Multiplikation mit einem Dirac-Kamm im Realraum verstanden
6In dieser Arbeit werden die Begriffe Fourierspektrum und Powerspektrum synonym verwendet.
7Als Rechenalgorithmus wird bei sämtlichen Programmen ausschließlich die FFT (engl.: fast
fourier transformation, Schnelle Fouriertransformation) eingesetzt, deren Ergebnis mit dem der
diskreten Fouriertransformation identisch ist.
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werden, der Pixelabstand entspricht dann der Periode dieses Dirac-Kammes. Da-
durch kommt es im Fourierspektrum zu einer Faltung mit der Fouriertransformierten
dieses Dirac-Kammes. In der Praxis bedeutet das, daß sich die Fouriertransformier-
te der abgebildeten Objektstruktur O(x) durch den endlichen Pixelabstand a im
Fourierspektrum wiederholt und zwar im Abstand 1/a. Die Computerprogramme
begrenzen deshalb die Fourierspektren bei 1/(2a). Probleme treten auf, wenn die
Abtastfrequenz zu gering gewählt wird, d.h. der Pixelabstand für die abgebildete
Struktur zu groß ist, da es dann zu unerwünschten Bandüberlappungen kommt.
Nach dem Nyquist-Theorem wird ein Bandüberlapp sicher vermieden, wenn die Ab-
tastrate größer als 2a gewählt wird.
Welche Konsequenzen die Fouriertransformation vor allem für die Auswertung
von TEM- aber auch SFM-Aufnahmen von S-Layern hat, wird in den nächsten
Abschnitten anhand von Beispielen gezeigt.
Bestimmung von Gitterart und Gitterkonstante
Aus der Gleichung 6.6 ergibt sich, daß der Abstand der Reflexe vom Ursprung
im Fourierspektrum umgekehrt proportional zur Gitterkonstante a des Realgit-
ters ist, die sich damit direkt ermitteln läßt; die Auswertung höherer Ordnungen
führt dabei zu einer höheren Genauigkeit von a. Die erreichbare absolute Genau-
igkeit wird jedoch begrenzt durch die schwierige Kalibrierung des Mikroskops und
durch Gitterveränderungen, hervorgerufen durch Verzerrungen oder Schrumpfun-
gen bei der Präparation. Die Ermittlung der exakten Vergrößerung des TEM, bei
den für S-Layer typischerweise verwendeten Vergrößerungen zwischen 20000fach und
50000fach, ist wegen fehlender Referenzmaterialien schwierig. Die dafür oft verwen-
deten Latexkugeln oder andere Partikel weisen eine statistische Größenverteilung
auf, deren Standardabweichung größer als 4% ist [125]. Eine genauere Möglichkeit
der internen Kalibrierung bietet der Vergleich des Beugungsbildes im Mikroskop
mit den Beugungsringen von kristallinem Eis [126]. Diese Methode steht allerdings
nur in Verbindung mit der Cryomikroskopie zur Verfügung. Die hier ermittelten
Gitterkonstanten werden daher mit einem Fehler von jeweils ±3% für die Mikro-
skopabweichung und die Abweichungen durch die Präparation angegeben. Ersterer
wird aus den Unterschieden zwischen verschiedenen Geräten und dem Vergleich der
gleichen Probenstelle bei verschiedenen Vergrößerungen abgeschätzt, die Präpara-
tionsabweichungen aus der Abbildung verschiedener Sheets der gleichen Probe bei
der selben Vergrößerung.
Da im mehrdimensionalen Fourierspektrum auch die Richtung der Reflexe un-
mittelbar mit der Ausrichtung des Realgitters verknüpft ist, läßt sich durch eine
Fouriertransformation die Symmetrie bestimmen. Abbildung 6.9 zeigt diese Zusam-
menhänge anhand der TEM-Aufnahme eines S-Layers von B. sphaericus und des
zugehörigen Powerspektrums.
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Abbildung 6.9: TEM-Aufnahme eines mit Uranylacetat gestainten S-Layers
von B. sphaericus NCTC 9602 (links) und zugehöriges Powerspektrum
(rechts), das eine vierzählige Symmetrie zeigt. Die Reflexe sind bis zur 3.Ord-
nung deutlich, die 4.Ordnung noch andeutungsweise zu erkennen.
Die Form der Reflexe enthält nach Gleichung 6.8 Informationen über Form und
Ausdehnung des S-Layers. Das bedeutet, daß die Reflexe um so schärfer sind, je
ausgedehnter der Layer ist. Verwaschene Reflexe können ihren Ursprung neben der
endlichen Ausdehnung aber auch noch in einer lokal veränderlichen Verzerrung des
Gitters haben.
Die Anzahl der Reflexe, d.h. bis zu welcher Ordnung diese auftreten, hängt nach
Gleichung 6.7 von der Einheitszelle und der elektronenmikroskopischen Auflösung
ab. Demnach führen Einheitszellen mit feinen Details zu hohen Ordnungen der Re-
flexe. Damit hängt dann auch unmittelbar die maximale Auflösung der Aufnahme
zusammen. Je höher die Auflösung der Aufnahme ist, desto mehr Reflexe sind im
Fourierspektrum auszumachen.
In der Abbildung 6.9 sind die Reflexe bis zur 3.Ordnung deutlich und die 4.Ord-
nung noch andeutungsweise zu erkennen. Die 4.Ordnung entspricht dabei einer
Auflösung von 3.2 nm. Ob die reale Auflösung tatsächlich noch etwas besser ist, läßt
sich mittels verschiedener Kriterien bestimmen, die im Abschnitt 6.3.2 eingeführt
werden.
Im Rahmen dieser Arbeit werden Strukturuntersuchungen an verschiedenen, negativ
gestainten S-Layern gemacht. Die dabei ermittelten Symmetrien und Gitterkonstan-
ten sind in der Tabelle 6.1 wiedergegeben.
94 KAPITEL 6. STRUKTURUNTERSUCHUNGEN
Stamm Bezeichnungen Ermittelte Publizierte Abb.
verschiedener Symmetrien und Symmetrien und
Stamm- Gitter- Gitter-
sammlungen konstanten [nm] konstanten [nm]
S. ureae ATCC 13881 p4, 12.8±0.8 p4, 12.9 [58] 6.15(a)
DSMZ 320 p4, 12.8 [127]
CCM 860 p4, 12.0 [68]
NCIB 9151
B. sphaericus NCTC 9602 p4, 12.0±0.8 p4, 13.5±0.9 [64] 6.15(b)
DSMZ 396
B. sphaericus ATCC 4525 p4, 12.3±0.8 p4, 12.6 [81] 6.15(d)
CCM 2177 p4, 13.0 [128]
CIP 104788
NRS 348
B. sphaericus FZR JG-A 12 p4, 12.2±0.8 - 6.15(c)
B. sphaericus WHO 2362 p2, 9.4±0.6, p2 [129], p4 [87] 6.15(e)
12.8±0.8, ∠71o
B. cereus IAMB8 p6, 7.6±0.4 - 4.14
Tabelle 6.1: Im Rahmen dieser Arbeit untersuchte S-Layer-Typen.
ATCC: American Type Culture Collection, USA
DSMZ: Deutsche Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen
CCM: Czech Collection of Microorganisms, Tschechische Republik
NCIB: National Collection of Industrial Bacteria, Großbritannien
NCTC: National Collection of Type Cultures, Großbritannien
CIP: Collection de l’Institut Pasteur, Frankreich
NRS: Collection of Nathan R. Smith, US Department of Agriculture, USA
FZR: Forschungszentrum Rossendorf, Deutschland
WHO: World Health Organization
IAMB: Institut für Angewandte Mikrobiologie, TU Dresden, Deutschland
Artefakte und Bildfehler im TEM
Im Abschnitt 3.1.1 wurde die Abbildung im TEM mit Hilfe der Fouriertransforma-
tion beschrieben. Nach Gleichung 3.11 wird dabei die Fouriertransformierte der Ob-
jektwelle in der hinteren Brennebene mit der Wellenübertragungsfunktion WTF
multipliziert. Da die WTF stark vom eingestellten Defokus ∆z abhängt, bietet
sich durch Auswertung des Fourier- bzw. Powerspektrums die Möglichkeit, die Fo-
kuslage des Bildes zu beurteilen. In der Abbildung 6.10 ist dieser Zusammenhang
8Stamm bisher nicht näher charakterisiert.
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Abbildung 6.10: Fokusabhängigkeit von TEM-Aufnahmen. Die linke Spalte
zeigt einen S-Layer von S. ureae aufgenommen bei unterschiedlichen Fokus-
werten (Bildgröße (458 nm)2), daneben jeweils das zugehörige Powerspektrum
und die Phasenkontrastübertragungsfunktion PCTF nach Gleichung 3.7. Die
Abszisse gibt die Raumfrequenz in 1/nm an. Da γ und T nur vom Radius k
im Fourierraum, d.h. dem Betrag der Raumfrequenz abhängen, reicht dafür
eine eindimensionale Abbildung.
dargestellt: Die Powerspektren der bei unterschiedlichen Fokuswerten aufgenom-
menen TEM-Bilder desselben S-Layers zeigen eine dem Reflexmuster überlagerte
Oszillation (sog. Thon’sche Ringe), die mit der zugehörigen PCTF verknüpft sind
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(Gl. 3.15). Die Problematik besteht genau darin, für die Aufnahme einen Kom-
promiß zwischen gutem Kontrast bei gleichzeitig geringen Oszillationseinflüssen zu
erreichen. Für Aufnahmen, die im Fokus oder im ganz schwachen Unterfokus ge-
macht werden, ist die Kontrastübertragung extrem schlecht. Rein visuell ist dabei
in der Aufnahme vom Gitter des S-Layers nichts zu erkennen, da dessen Periode
von 12.8 nm, die einer Raumfrequenz von ca. 0.08 nm−1 entspricht, mit weniger als
5% des Maximalkontrastes übertragen wird. Wählt man den Unterfokus dagegen
so, daß der Kontrast in diesem Raumfrequenzbereich erhöht wird (In der Abb. 6.10
liegt der Kontrast bei einem Unterfokus von 5 µm im Bereich der Gitterperiode bei
ca. 25% des Maximalwertes), dann tritt der erste Nulldurchgang der PCTF bereits
bei Raumfrequenzen auf, die Strukturgrößen zwischen 1 und 10 nm entsprechen.
Dieser Nulldurchgang bedeutet jedoch eine Informationslücke, d.h. Strukturen in
diesem Raumfrequenzbereich werden nicht übertragen und gehen in der Abbildung
verloren. Andere Strukturen bei noch größeren Raumfrequenzen werden im Kontrast
sogar umgekehrt, was zu verfälschten Bildern führt. Da das Übertragungsband, also
der Bereich bis zum ersten Nulldurchgang dementsprechend sehr schmal ist, sind
somit bei starkem Unterfokus nur Strukturen mit geringer Auflösung auswertbar9.
Beim Überfokus kommt es bereits vor dem ersten Nulldurchgang der PCTF zur
Kontrastumkehr.
In der Praxis sollte die Fokuslage daher so gewählt werden, daß ein möglichst
großer Raumfrequenzbereich mit hohem Kontrast übertragen wird. Für die hier un-
tersuchten S-Layer entsprechen den zu untersuchenden Strukturgrößen von 1 bis
13 nm die Raumfrequenzen zwischen 1 und 0.08 nm−1, die bei einem moderaten Un-
terfokus von ca. 300 nm gut übertragen werden.
Ein Abbildungsfehler, der sich deutlich im Powerspektrum offenbart, ist der Astig-
matismus. Die unterschiedliche Brechkraft in x- und y-Richtung in der Ebene führt
zur Verzerrung der WTF . Deren Überlagerung im Powerspektrum ist damit nicht
mehr kreisförmig, sondern elliptisch, im Extremfall sogar hyperbolisch.
Durch thermische Effekte kommt es gelegentlich zur Drift der Probe unter dem
Elektronenstrahl. Vor allem bei höheren Auflösungen führt das zu einer strichartigen
Verzeichnung der Aufnahmen. Da diese Verzeichnung manchmal nicht sofort erkannt
wird, bietet sich auch zur Erkennung dieses Artefakts die Fouriertransformation an.
Unabhängig von der betrachteten Struktur führt die Bewegung zu einer Anisotropie
in der Richtungsverteilung, was sich vor allem bei defokussierten Aufnahmen durch
Lücken innerhalb der Thon’schen Ringe bemerkbar macht.
Einen großen Einfluß auf die Abbildung können Beugungsartefakte haben. Diese
treten vor allem bei Objekten auf, die nicht nur Phasen-, sondern auch Amplitu-
9Für eine solche Auswertung müssen dann mittels Tiefpaß alle Beiträge ab dem Nulldurchgang
der PCTF gefiltert werden.
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denkontrast zeigen, wie z.B. die auf S-Layern erzeugten metallischen Cluster. Dabei
entstehen Beugungssäume um diese Objekte, die mit zunehmendem Defokus zu
einer Art Schattenwurf der Cluster führen und sich mehr und mehr von ihrem Ur-
sprung entfernen. Auch dieser Effekt hat zur Folge, daß TEM-Aufnahmen nur bei
moderatem Unterfokus gemacht werden sollten.
Fourierfilterung
Die Fourierfilterung nutzt die Tatsache, daß die Fouriertransformation reversibel ist
(Gl. 6.5). Man kann dadurch bestimmte Raumfrequenzbereiche im Fourierspektrum
löschen, die dann bei anschließender Rücktransformation im Ausgangsbild fehlen.
Die wichtigsten Filter werden anhand der Abbildungen 6.11 und 6.12 an dem Pal-
ladiumclusterarray auf einem S-Layer von S. ureae von Abbildung 6.21 A gezeigt.
Abbildung 6.11: Pd-Clusterarray auf einem S-Layer von S. ureae (aus Abb.
6.21 A). Die Rücktransformation des Fourierspektrums (links) ohne Filter
führt zum unveränderten Ausgangsbild (rechts).
Hochpaß- und Tiefpaßfilter werden benutzt, um Raumfrequenzen bis bzw. ab einem
bestimmten Wert zu löschen (Abb. 6.12 oben)10. Damit erreicht man sowohl die
Entfernung grober Unregelmäßigkeiten als auch die Verringerung des Rauschens,
das isotrop über alle Raumfrequenzen verteilt vorliegt und oberhalb der betrachteten
Auflösung störend wirkt.
Am effektivsten, aber auch am
”
gefährlichsten“ ist die Fensterfilterung. Sie bietet
sich an, um periodische von nichtperiodischen Strukturen des Bildes zu trennen. Zu
10Alle kreisförmigen Filter werden in der Praxis nicht scharf abgegrenzt, da die dabei auftreten-
den scharfen Übergänge in der Rücktransformation zu Überstrukturen führen würden. Stattdessen
wird meistens ein gaussförmiger Übergang realisiert.
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Abbildung 6.12: Die Wirkung von Fourierfiltern auf die TEM-Aufnahme des
Palladiumclusterarrays der vorherigen Abbildung.
Oben: Die Anwendung eines Tiefpasses löscht Raumfrequenzen oberhalb eines
bestimmten Wertes, ein Hochpaß blockiert entsprechend die Raumfrequenzen
unterhalb eines Grenzwertes. Für das Beispiel wurden beide Filter zusammen
als Bandpaß für den Bereich von 0.04/nm bis 0.345/nm eingesetzt, das ent-
spricht Strukturgrößen im Realraum zwischen 25 und 2.9 nm.
Unten: Der Fensterfilter läßt nur noch die Bereiche um die Reflexe des Power-
spektrums (hier die virtuellen Kreuzungspunkte des markierenden Gitters)
für eine Rücktransformation zu. Dadurch verbleiben fast ausschließlich peri-
odische Bildinformationen.
Beginn dieses Abschnittes wurde gezeigt, daß die Struktur der Einheitszelle im Fou-
rierspektrum durch die auftretenden Reflexe repräsentiert wird. Wenn man das Spek-
trum so maskiert, daß nur diese Reflexe für eine Rücktransformation zur Verfügung
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stehen, so enthält das daraus gewonnene Bild nur noch diese periodischen Informa-
tionen. Entsprechend der Gleichung 6.7 behält man dabei um so feinere Strukturen,
je höhere Reflexe man für die Rücktransformation zuläßt. Die Größe des Fensters
um die Reflexe bestimmt in nullter Näherung nach Gleichung 6.8 nur die äußere
Form und Ausdehnung der periodischen Struktur, in unserem Fall die Größe und
Form des S-Layers.
Man bezieht in diesen Filterprozeß auch die zugehörigen
”
nicht sichtbaren“ Re-
flexe höherer Ordnung mit ein. Dazu berechnet man nach der Festlegung der deut-
lichsten Reflexe einer bestimmten Ordnung die theoretischen Positionen aller an-
deren Ordnungen und maskiert auch diese mit einem entsprechenden Fenster. Das
ist zweckmäßig, weil manche Reflexe so schwach auftreten, daß sie innerhalb des
Rauschens vom menschlichen Auge nicht wahrgenommen werden, obwohl durch sie
trotzdem periodische Informationen repräsentiert werden (Abb. 6.12 unten).
Da die Gefahr besteht, durch dieses Verfahren periodische Strukturen zu sugge-
rieren, die nicht der Realität entsprechen, sollte die Fensterfilterung nur eingesetzt
werden, wenn wenigstens die Reflexe einer Ordnung deutlich sichtbar sind. Aber
auch dann ist die gefilterte Struktur nur ein Anhaltspunkt für die tatsächlich vor-
handene und repräsentiert daher die Realstruktur nur unter Vorbehalt.
6.3.2 Korrelationsmittelung
Die reine Fourierfilterung hat einerseits den Nachteil, daß Bildinformationen gelöscht
werden und die so extrahierte Struktur je nach Stärke der Filterung nur noch partiell
etwas mit der Ursprungsstruktur zu tun hat. Ein noch entscheidenderer Nachteil
tritt jedoch bei Abweichungen vom Idealkristall in Form von Gitterverzerrungen
auf. Bereits schwache Variationen der Positionen der Einheitszellen vom theoretisch
perfekten Gitter, die z.B. durch Verzerrungen bei der Adsorption der Proben auf
dem Substrat nie völlig zu vermeiden sind, führen zur Verwaschung der Reflexe und
damit zur Auflösungsverminderung und zu schwer interpretierbaren Modulationen
in den durch Rücktransformation gewonnenen Bildern.
Einen Ausweg dafür bietet ein Mittelungsverfahren im Realraum, die von Sax-
ton und Baumeister 1982 [113] erstmals auf zweidimensionale Proteinkristalle an-
gewandte Korrelationsmittelung (engl.: correlation averaging - CA). Deren Prinzip
wird wiederum anhand des Palladiumclusterarrays aus Abbildung 6.21 A erläutert.
Zunächst wird aus der durch Fourierfilterung erhaltenen periodischen Struktur
des rücktransformierten Bildes (Abb. 6.12 unten rechts) ein Referenzbereich von der
Größe einiger Elementarzellen ausgewählt (Abb. 6.13). Die Auswahl erfolgt nach
Plausibilität, der Einfluß dieser (subjektiven) Entscheidung auf das Endergebnis
ist aber gering. Diese Referenz wird mit dem Ursprungsbild kreuzkorreliert, d.h.
durch pixelweises Verschieben wird die Übereinstimmung mit dem Bildausschnitt
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Abbildung 6.13:
Bildausschnitt der Größe von 3 × 3 Einheitszellen
aus der Abbildung 6.12 unten rechts. Er dient als
Referenz für die Korrelation mit dem Ausgangsbild
6.21 A.
Abbildung 6.14: Die Kreuzkorrelation der Referenz 6.13 mit dem Originalbild
6.21 A führt zum Korrelationsbild (links). Die Punkte hoher Korrelation (weiß)
markieren die Koordinaten der Elementarzellen (rechts), aus denen dann ma-
nuell noch bestimmte ausgeschlossen werden können (vgl. Abb. 6.21 B)
des Ausgangsbildes quantifiziert11. Rein formal beschreibt sich die Korrelation C
folgendermaßen:
C =
∑
n,m
(OPn − RPm)2 =
∑
n,m
(OP 2n − 2OPnRPm + RP 2m) . (6.9)
Dabei bezeichnet OP die Bildpunkte des Ausgangsbildes, RP die der Referenz.
Summiert wird über alle m bzw. n Bildpunkte. Da sowohl OP 2n als auch RP
2
m Kon-
stanten sind, brauchen sie nicht berücksichtigt zu werden. Die Bedingung für hohe
11In der Praxis wird der Algorithmus auf einem mathematisch gleichwertigen, aber eleganteren
und wesentlich weniger rechenintensiven Weg durchgeführt. Da es sich genaugenommen bei dem
pixelweisen Vergleich der beiden Bilder um eine Faltung handelt, die nach dem Faltungstheorem
einer Multiplikation im Fourierraum entspricht, genügt es, wenn man die Fourierspektren der
Referenz und des Ausgangsbildes miteinander multipliziert und dieses Produkt rücktransformiert.
Dabei ergibt sich exakt das Korrelationsbild.
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Übereinstimmung lautet dann:
∑
n,m
OP nRPm −→ Maximum . (6.10)
Die Darstellung der Korrelation C erfolgt normiert
Cnorm =
∑
n,m OPnRPm
√
∑
n OP
2
n ·
√
∑
m RP
2
m
(6.11)
und in Grauwerte übertragen als zweidimensionale Korrelationsfunktion, d.h. ein
Bild, in dem weiße Punkte eine hohe Übereinstimmung dokumentieren und damit
die Koordinaten der Einheitszellen bestimmen (Abb. 6.14).
Die Bildbereiche der Einheitszellen werden entsprechend diesen Koordinaten ex-
trahiert und aufsummiert. Damit ergibt sich ein Mittelwert, der die periodischen
Informationen verstärkt und zufällige Abweichungen und damit auch das Rauschen
unterdrückt.
Als Vorteil erweist sich, daß die Mittelung im Realraum stattfindet. Im Gegensatz
zur reinen Fourierfilterung, bei der Informationen aus den ausgewählten Bildberei-
chen von vornherein gelöscht werden, werden bei der CA alle Bildinformationen in
die Mittelung mit einbezogen. Außerdem finden die oben genannten Abweichungen
der Elementarzellen von ihrer Idealposition Berücksichtigung (Abb. 6.21 C).
Verbessern läßt sich das Ergebnis, indem die Korrelation ein zweites Mal mit
dem Mittelwert aus der ersten CA als neue Referenz durchgeführt wird. Außerdem
wird ein Schwellwert bestimmt, der die maximal erlaubte laterale Abweichung li-
mitiert, d.h. Zellen, die größere Abweichungen aufweisen, werden in der Mittelung
nicht berücksichtigt. Durch die Festlegung einer Mindestkorrelation werden außer-
dem Elementarzellen vernachlässigt, die aus verschiedenen Gründen stark von der
Referenz abweichen.
Letztlich können dann noch Zellen manuell entfernt werden, die die Mittelung
anderweitig negativ beeinflussen könnten. So werden in dem genannten Beispiel des
Clusterarrays Zellen im Randbereich und im doppellagigen Bereich des S-Layers
nicht mit in die Mittelung einbezogen (Abb. 6.21 B).
CA an S-Layern
Die CA wurde auf alle S-Layer-Arten angewandt, deren Strukturen innerhalb die-
ser Arbeit analysiert wurden (Tabelle 6.1). Die Auswahl der dafür verwendeten
TEM-Bilder negativ gestainter Proben und die Durchführung der CA erfolgt nach
mehreren Kriterien:
• Zunächst werden möglichst große S-Layer-Sheets ausgewählt, um damit eine
hohe Anzahl von Elementarzellen für die CA zur Verfügung zu stellen, da die
Standardabweichung mit der Wurzel der Anzahl skaliert.
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• Der S-Layer darf nur geringe Verzerrungen aufweisen, da daraus resultierende
Positionsabweichungen zwar durch die CA eliminiert werden, die mit ihnen
einhergehende Verzerrung aber nur durch eine aufwendige Verzerrungsanalyse
berücksichtigt werden kann [130].
• Um die durch den negative Stain mit Uranylacetat begrenzte Auflösung von ca.
1.5 nm voll auszuschöpfen, sollte die Auflösung der Bilder mindestens 0.7 nm
pro Pixel betragen12.
• Die Korrelation wird wie oben beschrieben zweimal durchgeführt, anschließend
werden aus der Koordinatenliste manuell noch solche Positionen entfernt, die
im Randbereich des S-Layers, oder in teilweise umgeklappten doppellagigen
Bereichen lokalisiert sind.
• Entsprechend der durch die Fourieranalyse bestimmten Symmetrie des S-Layers
wird das Ergebnis der Mittelung nach der letzten CA symmetrisiert. Dazu wer-
den die ermittelten Elementarzellen um ihren Schwerpunkt jeweils π/2, π und
3π/2 (bei p4-Symmetrie) bzw. nur um π (bei p2-Symmetrie) oder um π/3,
2π/3, π, 4π/3 und 5π/3 (bei p6-Symmetrie) gedreht und diese gedrehten Bil-
der aufsummiert.
Die Abbildungen 6.15 und 4.14 zeigen die symmetrisierten Ergebnisse dieser Kor-
relationsmittelungen. Bis auf die S-Layer von B. sphaericus 2362, der eine p2-
Symmetrie und B. cereus, der sechszählige Symmetrie aufweist, zeigen alle S-Layer
p4-Symmetrie mit einer verschieden stark ausgeprägten Händigkeit.
Die vier p4-Typen ähneln sich strukturell:
1. Das Zentrum der Elementarzelle auf der vierzähligen Hauptsymmetrieachse
bildet jeweils ein massiver Kern.
2. Die benachbarten Elementarzellen sind über eine Proteinbrücke verbunden, in
deren Zentrum sich eine zweizählige Symmetrieachse befindet.
3. Eine kleinere kreuzartige Struktur auf der vierzähligen Nebensymmetrieachse
verbindet die vier Brücken benachbarter Elementarzellen.
Die Nomenklatur der Symmetrieachsen (Abb. 6.19 b) folgt dabei einer Veröffentli-
chung von H. Engelhardt et al. [58], in der die dreidimensionale Struktur des S-Layers
von S. ureae präsentiert wird (Abb. 4.2). Die hier ermittelte Struktur dieses S-Layers
stimmt hervorragend mit der dort publizierten überein. Von den anderen vier Typen
wurde bislang nur die zweidimensionale Struktur des S-Layers von ATCC 4525 pu-
bliziert [66], diese stimmt mit der hier gezeigten ebenso relativ gut überein. Leider
12Nach dem Nyquist-Theorem benötigt man mehr als zwei Pixel für die höchste im Bild existie-
rende Raumfrequenz.
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(a) (b) (c) (d) (e)
Abbildung 6.15: Korrelationsgemittelte, symmetrisierte Rekonstruktionen der mit Ura-
nylacetat negativ gestainten S-Layer von
a) Sporosarcina ureae ATCC 13881, Bildgröße: (25.6 nm)2
b) Bacillus sphaericus NCTC 9602, Bildgröße: 33.8 nm × 34.5 nm (CA aus Abb. 6.9)
c) Bacillus sphaericus JG-A 12, Bildgröße: (37.6 nm)2
d) Bacillus sphaericus ATCC 4525, Bildgröße: (41.1 nm)2
e) Bacillus sphaericus WHO 2362. Bildgröße: 30.4 nm × 34.9 nm
Das Protein erscheint hell, der die Poren und Vertiefungen füllende Stain dunkel. Die
zugehörigen Gitterkonstanten sind in der Tabelle 6.1 zu finden.
lassen sich aus diesen 2D-Strukturbildern die Abmessungen der Vertiefungen in der
z-Richtung nicht bestimmen. Ebenso bleibt unklar, ob die Poren durchgängig sind.
Kriterien zur Bestimmung der Auflösung
Die maximale Auflösung einer TEM-Aufnahme und der nach Korrelationsmittelung
daraus bestimmten Mittelwerte wird von verschiedenen Faktoren bestimmt und läßt
sich nach unterschiedlichen Kriterien ermitteln.
Wie bereits erwähnt, wird die Auflösung durch die doppelte Pixelgröße des di-
gitalisierten Bildes sowie den ersten Nulldurchgang der WTF begrenzt. Bei 2D-
Kristallen ist die Auflösung meist nicht viel besser als der Quotient aus der Gitter-
konstanten und der Anzahl der sichtbaren Beugungsordnungen im Powerspektrum.
Für die Abbildung 6.9 wird so eine Auflösung von ca. 3.2 nm bestimmt.
Für gemittelte Daten, wie die durch CA gewonnenen, kann die Auflösung nach
dem RCF- (Radial Correlation Function) oder PRF-Verfahren (Phase Residual Func-
tion) ermittelt werden [57]. Bei beiden Verfahren werden die für die Mittelung
ausgewählten Teilbilder, d.h. die extrahierten Einheitszellen, zunächst willkürlich
in zwei gleichgroße Untergruppen geteilt und deren Teilmittelwerte fouriertransfor-
miert. Die Kreise gleicher Radien dieser Spektren, die einer bestimmten Auflösung
entsprechen, werden dann miteinander verglichen.
Bei der PRF-Methode erfolgt dieser Vergleich anhand der mittleren Phasendiffe-
renz aller Punkte auf einem bestimmten Radius. Überschreitet diese Phasendifferenz
den Wert π/4, so ist die Auflösungsgrenze erreicht (Abb. 6.16 unterer Teil) [131].
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Abbildung 6.16:
Bestimmung der Auflösung des aus der
Abbildung 6.9 (links) mittels CA hervor-
gegangenen Mittelwertes 6.15(b). Nach
dem RCF-Kriterium beträgt die Auflösung
1.91 nm, nach dem PRF-Kriterium
2.38 nm.
Die RCF-Methode bestimmt das mittlere normierte Betragsquadrat der Produkte
zwischen den zwei entsprechenden Punkten der beiden Teilspektren für jeden Radi-
us. Der kleinste Radius, bei dem dieses Betragsquadrat noch größer oder gleich dem
Wert 2/
√
N (N=Anzahl der Punkte auf dem Radius), d.h. der doppelten Standard-
abweichung von Zufallsbildern ist, entspricht der Grenzauflösung (Abb. 6.16 oberer
Teil) [113].
Das Ergebnis des RCF-Kriteriums ist dabei stets etwas optimistischer. Da die
Angabe einer Auflösungsgrenze, bis zu der die Details der CA noch als echte Struktu-
rinformationen betrachtet werden können, von den (subjektiven) Schwellwerten der
entsprechenden Methode abhängt, ist ein Absolutwert schwer zu benennen. Hilfreich
sind diese Kriterien daher vor allem zum Auflösungsvergleich verschiedener Bilder.
CA an S-Layern mit gebundenen, aber unreduzierten Komplexen
Mittels CA sollte untersucht werden, ob sich die Pt- oder Pd-Komplexe bereits
bevorzugt an bestimmten Positionen der Elementarzellen anlagern, bevor sie zu
metallischem Platin bzw. Palladium reduziert werden. Die mit verschiedenen Kon-
zentrationen an Pd-Komplexen inkubierten S-Layer werden dazu auf ein TEM-Grid
adsorbiert und anschließend zusätzlich mit Uranylacetat negativ gestaint. Da die
UV/VIS-Messungen auf große Mengen angebundener Komplexe schließen lassen
(Abschnitt 5.1.1), sollten sich auch in den korrelationsgemittelten Bildern im Ver-
gleich zum nativen gestainten Protein Unterschiede zeigen. Die Abbildung 6.17 zeigt
die CA von drei unterschiedlich stark mit Komplexen belegten und anschließend ge-
stainten S-Layern im Vergleich zum nativen gestainten Protein. Die unreduzierten
Komplexe zeigen im TEM zwar einen nennenswerten, aber wesentlich schwächeren
Kontrast als das Uranylacetat13. Insofern könnte ein abnehmender Kontrast bei stei-
gender Komplexkonzentration ein Indiz dafür sein, daß die Hohlräume und Poren
bei der Inkubation mit Komplexen
”
gefüllt“ werden und sich damit an diesen Stel-
len weniger Uranylacetat ablagern kann (Abb. 6.5). Obwohl es diese Mittelwerte
13siehe auch Abschnitt 5.3 zur Reduktion angebundener Komplexe im TEM
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(a) (b) (c) (d)
Abbildung 6.17: Korrelationsgemittelte, symmetrisierte Rekonstruktionen der mit
K2PdCl4 verschiedener Konzentrationen inkubierten und anschließend mit Uranylace-
tat negativ gestainten S-Layer von S. ureae ATCC 13881.
a) nativer gestainter S-Layer als Referenz b) 30 µM, c) 3 mM, d) 30 mM. Die Bilder wurden
so angepaßt, daß alle die gleiche Orientierung und die gleiche Vergrößerung aufweisen.
nicht erlauben, direkte Schlüsse über die Anbindungsplätze zu ziehen, läßt die zu-
nehmende
”
Verwaschung“ bei steigender Komplexkonzentration vermuten, daß die
Vertiefungen und Poren eine erhöhte, aber keine ausschließliche Affinität für die
Anbindung der Metallkomplexe haben. Für eine quantitative Untersuchung dieses
Verfahrens müsste zunächst geklärt werden, daß es keine direkte Wechselwirkung
zwischen K2PtCl4 bzw. K2PdCl4 und dem Uranylacetat gibt. Außerdem sollte der
Eigenkontrast der gebundenen Komplexe durch die Aufnahme ungestainter Paral-
lelproben berücksichtigt werden.
CA an Clusterarrays auf S-Layern
Die Platin- und Palladiumclusterarrays, die durch biomolekulares Templating auf
den S-Layern von S. ureae ATCC 13881 und B. sphaericus NCTC 9602 abgeschieden
wurden, wurden ebenso wie die negativ gestainten S-Layer einer Fourieranalyse und
einer CA unterzogen. Nachdem die unbearbeiteten TEM-Aufnahmen solcher Proben
teilweise bereits eine regelmäßige Anordnung offenbaren (siehe Abb. 5.1 im vorigen
Kapitel), geht es darum, deren Struktur genauer zu untersuchen und mit der nativer
S-Layer zu vergleichen.
Die CA-Bilder der metallischen Clusterarrays auf den S-Layern nach der Reduk-
tion mit Natriumazid (Anhang A.6) zeigen eine hohe Regelmäßigkeit (Abb. 6.18 C
und 6.21 D-Inset). Die Ähnlichkeit mit den Strukturen negativ gestainter S-Layer
zeigt, daß sich die Cluster im Fall der S-Layer von B. sphaericus und S. ureae, auf
denen die Metallisierung erfolgreich praktiziert werden konnte, bevorzugt an Positio-
nen ablagern, an denen sich Poren und Vertiefungen im Protein befinden. Der zwei-
te dieser S-Layer-Typen bietet sich aufgrund seiner bekannten 3D-Struktur (Abb.
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Abbildung 6.18: Platinclusterarray auf einem S-Layer von B. sphaeri-
cus NCTC 9602. A) Original TEM-Aufnahme. B) Das Powerspektrum offen-
bart die regelmäßige Anordnung. C) Korrelationsgemittelte, symmetrisierte
Rekonstruktion.
Abbildung 6.19:
Korrelationsgemittelte und symmetrisier-
te Rekonstruktionen des S-Layers von S.
ureae (Balken 5 nm). a) Pd-Cluster abge-
schieden auf dem S-Layer. b) Mit Uranyla-
cetat negativ gestainter S-Layer. Die wei-
ßen Kreuze bezeichnen die Symmetrieach-
sen.
Abbildung 6.20: Symmetrisiertes Varianzbild der CA zur Abbil-
dung 6.19 a (Balken 5 nm). Die neben dem Rauschen deutlich
sichtbaren Strukturen offenbaren Abweichungen in der Cluster-
belegung.
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4.2) für eine genauere Analyse an. Nach der bereits in vorangegangenen Abschnitt
erläuterten Nomenklatur können die Positionen der Pd-Cluster folgendermaßen be-
schrieben werden (Abb. 6.19):
• Vier Cluster lagern sich um die vierzählige Nebensymmetrieachse ab. Diese
werden der Elementarzelle kristallographisch voll zugeordnet (Position
”
A“).
• Jeweils ein Cluster befindet sich auf der zweizähligen Symmetrieachse. Dieser
wird zu je 50% den benachbarten Elementarzellen zugeordnet (Position
”
B“).
• Je ein Cluster sitzt direkt auf der Pore des Proteinkerns und damit auf der
vierzähligen Hauptsymmetrieachse, der kristallographisch nur zu einem Viertel
zur Elementarzelle gehört (Position
”
C“).
Somit ergeben sich 7 Clusterpositionen für Palladium pro Elementarzelle. Dieses
Ergebnis ist damit in Übereinstimmung mit [12] für Platincluster auf diesem S-
Layer.
Der Vergleich der Struktur der CA-Analyse mit den Ausgangsbildern führt zu
einem scheinbaren Widerspruch (Abb. 6.21): Die von der CA suggerierte perfekte
Periodizität der Cluster kann in den Originalbildern nicht beobachtet werden. Statt-
dessen erscheinen diese, vor allem bei höheren Vergrößerungen, eher stochastisch an-
geordnet14. Vergleicht man beispielsweise die beiden Insetbilder der Abbildung 6.21,
die die Realstruktur und die korrelationsgemittelte Struktur im gleichen Maßstab
repräsentieren, so zeigen sich sowohl Übereinstimmungen als auch Unterschiede in
der Belegung. Prinzipiell kommen für diese Diskrepanz drei mögliche Ursachen in
Betracht:
1. Schwankungen in der Belegungswahrscheinlichkeit und damit in der Bele-
gungsdichte.
Wenn zwar die Positionen exakt besetzt würden, aber nicht jede der sieben
möglichen Clusterpositionen tatsächlich besetzt ist, kann die Struktur unre-
gelmäßiger erscheinen, als sie ist. Für die untersuchten Pd-Clusterarrays konn-
te eine solche Ursache nicht bestätigt werden, da die manuelle Auszählung der
Cluster auf willkürlich ausgewählten Bereichen des S-Layers eine dem CA-
Ergebnis vergleichbare Belegungsdichte ergibt15.
2. Die Adsorption bzw. das Wachstum zufällig angeordneter Cluster, die die re-
gelmäßige Anordnung überdecken.
14Höhere Vergrößerung ist hier nicht als höhere Nominalvergrößerung des Mikroskops zu verste-
hen, die eine höhere Strahlenbelastung und somit einen möglichen Einfluß auf die Clusteranordnung
zur Folge hätte. Vielmehr werden die Bilder einfach digital nachvergrößert.
15So werden beispielsweise auf einer Fläche von 786 nm2 43 Pd-Cluster mit einem mittleren
Durchmesser von 2.4 nm gezählt, das entspricht 9 Clustern pro Elementarzelle und damit gut dem
CA-Mittelwert von 7 Clustern pro Zelle mit einem mittleren Durchmesser von 1.9 nm.
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Abbildung 6.21: Palladiumclusterarray auf einem S-Layer von S. ureae.
A) Original TEM-Aufnahme, deutlich unterscheidbar ist der einlagige vom
doppellagigen Bereich (höhere Clusterdichte). Der Inset zeigt einen vergrößer-
ten Ausschnitt von 3 × 3 Einheitszellen.
B) Die Positionen der durch Korrelation deutlich zu ermittelnden Einheitszel-
len (beschränkt auf den monolagigen Bereich).
C) Positionsabweichung in Vektordarstellung. Die Richtungen der Vektoren
geben die Verschiebung der ermittelten Positionen zur Position des Idealgit-
ters an. Die Länge der Vektoren charakterisiert die Stärke dieser Verschiebung
(relativ). Besonders stark sind die Verschiebungen im Randbereich und im
Übergangsbereich zum Doppellayer.
D) Idealisierter Clusterarray: Wird die korrelationsgemittelte Struktur (Bild-
inset) einer Faltung mit dem Positionsgitter der Einheitszellen (B) unterzogen,
ergibt sich die Struktur bei idealer Clusterbelegung.
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3. Die Abweichung der realen Cluster-Positionen von den
”
idealen“, die durch
die CA herausgemittelt wird.
Der zuletzt genannte Punkt ist von zentraler Bedeutung. Der Mittelwert der metal-
lisierten S-Layer ist auffallend weniger klar definiert als der der negativ gestainten
Probe (Abb. 6.19). Außerdem sind Strukturen im Varianzbild sichtbar (Abb. 6.20),
die über ein Rauschsignal hinausgehen. Das Varianzbild entspricht der statistischen
Varianz der gemittelten Einzelbilder.
Wenn statt einer spezifischen Wechselwirkung mit einzelnen Aminosäuren ein
weniger spezifischer Mechanismus für die Bindung der Metallcluster verantwortlich
ist, kann die Besetzung streng definierter Positionen nicht erwartet werden, sondern
die Clusterpositionen können innerhalb der bevorzugten Plätze A, B oder C von
einer zur nächsten Einheitszelle leicht variieren. Da die CA keine Möglichkeit bie-
tet, solche feinen Abweichungen der Clusterpositionen zu detektieren oder diese zu
widerlegen, wird die Multivariate Statistische Analyse als weiteres Bildanalysever-
fahren eingesetzt.
6.3.3 Multivariate Statistische Analyse
Im vorangegangenen Abschnitt konnte gezeigt werden, daß die auf dem S-Layer er-
zeugten Clusterarrays prinzipiell der periodischen Struktur des Templates folgen.
Um die Abweichungen innerhalb der belegten Clusterpositionen quantifizieren zu
können und damit zusätzliche Informationen zum Mechanismus der Clusterbildung
zu erhalten, werden die Clusterstrukturen einer statistischen Bildauswertung unter-
zogen.
Die verwendete Multivariate Statistische Analyse (MSA) geht zurück auf erste
algebraische Formulierungen von Hirschfeld (1935) [132] und Fisher (1940) [133]
sowie Ideen von Horst (1935) [134] und fand zunächst breite Anwendung in den
Sozialwissenschaften. Dort als Korrespondenzanalyse16 zur Auswertung von um-
fangreichen Kontingenztabellen, z.B. aus Verhaltensstudien eingesetzt, wurde sie
in den achtziger Jahren auch zur Auswertung von elektronenmikroskopischen Bil-
dern
”
entdeckt“ [136, 137]. Sie bietet die Möglichkeit, einzelne Bilder aus einem
Satz von Einzelpartikeln, z.B. Proteine oder andere biologische Makromoleküle, je
nach Ähnlichkeit in Gruppen zusammenzufassen und damit zu klassifizieren. Durch
selektives Mitteln der einzelnen Gruppen kann man dann strukturelle Unterschiede
innerhalb des Gesamtdatensatzes analysieren. Mittlerweile hat sich die Methode als
hilfreiches Werkzeug zur Analyse struktureller Charakteristika und Variabilitäten
16Auch die MSA-Auswertung von TEM-Bildern wird oft als Korrespondenzanalyse bezeichnet,
obwohl das streng genommen nicht korrekt ist. Die Korrespondenzanalyse verlangt erstens Nor-
mierungen, die bei der hier verwendeten Form der MSA nicht durchgeführt werden und außerdem
normalverteilte Daten, die die TEM-Bilder nicht liefern. Diese Daten sind eher Poisson-verteilt.
Die beiden Verfahren sind somit verwandt, aber nicht identisch [135].
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in elektronenmikroskopischen Aufnahmen verschiedenster Anwendungen etabliert
[138, 139, 140, 141, 142], u.a. auch von EELS-17 und HRTEM-Aufnahmen [143].
Theoretische Grundlagen
Die hier eingesetzte Form der MSA ist die sogenannte Hauptkomponentenanalyse
oder Principle Component Analysis (PCA), deren Prinzip in Anlehnung an [39, 143,
144] im folgenden kurz erläutert werden soll.
Ein Satz von N Bildern (Einzelpartikel oder Einheitszellen eines Kristalls) der
gleichen Größe (n×n) Pixel kann als Datensatz in einem multidimensionalen ortho-
gonalen Koordinatensystem beschrieben werden. Dazu wird jedes Einzelbild (k =
1, . . . , N) umgeformt zu einem P = (n2)-dimensionalen realen Vektor rk, d.h. das
zugrundeliegende Ausgangsbild wird durch einen Datensatz von N Vektoren re-
präsentiert, die nebeneinander angeordnet eine Matrix R = [rjk] der Dimension
P × N bilden und alle Daten des Originalbildes enthalten.
Ziel der MSA ist es, die Form der Punktwolke zu analysieren, die die N Vek-
toren {rk : 1 ≤ k ≤ N} im Raum IRP×N bilden. Wenn alle Einheitszellen rk den
gleichen physikalischen Sachverhalt widerspiegeln, der nur durch ein isotropes Rau-
schen überlagert ist, bildet die Form dieser Punktwolke eine Kugel (oder im Fall von
anisotropem Rauschen ein Ellipsoid). Das Zentrum des Ellipsoids ist der Mittelwert
m =
∑
rk/N . Die MSA sucht nach den Hauptachsen {να : 1 ≤ α ≤ P} dieses
Ellipsoids.
Äquivalent zu dieser Darstellung ist die Feststellung, daß die MSA eine neue
Basis {να : 1 ≤ α ≤ P} bestimmt, die die Punktwolke so rotiert, daß der quadrati-
sche Abstand zwischen den Vektoren να und rk minimal wird. In diesem Fall wird
die Punktwolke durch diese neue Basis bestmöglich beschrieben. Zentraler Punkt
der MSA ist, daß nur eine geringe Zahl M dieser Hauptachsen {να : 1 ≤ α ≤ M}
rauschfreie Informationen des Ausgangsbildes enthält, die dann für die weitere Ana-
lyse betrachtet werden. Die Beschreibung des Problems durch diese M Vektoren
entspricht somit einer Datenreduktion, die Voraussetzung für eine Klassifizierung
ist.
Die Suche nach dieser neuen Basis ist ein Eigenwertproblem:
rjk = να λαα g
T . (6.12)
Die Eigenvektoren {να : 1 ≤ α ≤ M} der Datenmatrix beschreiben dann die Ko-
ordinaten der neuen Achsen im alten System, die Vektoren g die Koordinaten der
Daten im neuen System. Die quadrierten Elemente der diagonalen Eigenwertma-
trix λαα entsprechen gerade der Gesamtvarianz der Daten entlang der α-ten neuen
Koordinatenachse να. Durch den Rechenalgorithmus, der nacheinander die Eigen-
vektoren mit den höchsten Eigenwerten ermittelt, bilden diese eine bzgl. α monoton
17EELS=Electron Energy Loss Spectroscopy, Elektronenenergieverlustspektroskopie
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fallende Folge:
λ11 ≥ λ22 ≥ λ33 ≥ ... ≥ λMM . (6.13)
Die M Eigenvektoren18 {να : 1 ≤ α ≤ M} bilden wieder ein orthonormiertes System
und können, da sie die gleiche Dimension wie die Ausgangsdaten haben, wie die Bil-
der dieses Ausgangsdatensatzes interpretiert werden. Die Bedeutung der einzelnen
Eigenvektoren να für den Gesamtdatensatz wird über die zugehörigen Eigenwerte
quantifiziert, die den Anteil der Varianz dieses Vektors an der Gesamtvarianz des Da-
tensatzes beschreiben. Statistisches Rauschen trägt wesentlich weniger Varianz zum
Datensatz bei als strukturelle Unterschiede, die ganze Pixelregionen erfassen und
dafür sorgen, daß die oben erwähnte Punktwolke nicht mehr sphärisch ist, sondern
komplexe Formen annimmt. Aus diesem Grund werden strukturelle Unterschiede
der extrahierten Einzelbilder durch die ersten (
”
signifikantesten“) M Eigenvektoren
beschrieben, während die Eigenvektoren mit den kleinsten Eigenwerten vornehmlich
Rauschen beschreiben.
Jedes der extrahierten Ausgangsbilder kann in den von den M Eigenvektoren
aufgespannten niedrigdimensionalen Raum projiziert werden, was überhaupt erst
eine Klassifizierung zuläßt. Die Interpretation der Eigenvektoren ermöglicht somit
eine Strukturinterpretation der rauscharm präsentierten Daten, wobei sich unter
Beachtung der Eigenwerte gezielt Eigenvektoren für die Klassifizierung auswählen
lassen.
PCA von Pd-Clustern auf S-Layern - I. Aufnahme des Datensatzes
Zur Auswertung mittels PCA müssen die TEM-Aufnahmen der auf S-Layern ge-
wachsenen Clusterarrays gewissen Anforderungen genügen. Für eine aussagekräfti-
ge Statistik ist eine möglichst große Anzahl von Einheitszellen, d.h. ein großer
gleichmäßig metallisierter Bereich mit einer hohen Auflösung nötig, um auch ge-
ringe Abweichungen der Cluster noch analysieren zu können. Wird der gesamte zu
analysierende Bereich, also ein S-Layer-Sheet, komplett mit einer Aufnahme erfaßt,
so wird die Auflösung des Bildes durch die Pixelanzahl der CCD-Kamera des TEM
begrenzt.
Um dieses Problem zu vermeiden, wird stattdessen eine Serie sich partiell über-
schneidender Bilder eines mit Pd-Clustern bedeckten S-Layers von Sporosarcina
ureae bei einer Primärvergrößerung von 100.000 aufgenommen (Abb. 6.22). Das
entspricht einer Pixelgröße von 0.12 nm auf Probenebene. Damit sich die Parameter
dieser Einzelbilder sowie die untersuchte Struktur selbst während der Serie nicht
so stark verändern, daß dies einen Einfluß auf die Auswertung hat, werden die
Aufnahmen im sogenannten low-dose-Modus gemacht. Das bedeutet, daß die Fo-
kussierung des Strahls zunächst an einer zur Probe benachbarten Stelle erfolgt, um
18In der Literatur finden sich als Synonyme auch die Begriffe Eigenfaktoren oder Eigenbilder.
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Abbildung 6.22: Serie sich partiell überlappender TEM-Aufnahmen eines Pal-
ladiumclusterarrays auf einem S-Layer von Sporosarcina ureae. Die weißen
Punkte markieren die durch Kreuzkorrelation gefundenen und anschließend
manuell selektierten Positionen der Einheitszellen, die für die weitere Auswer-
tung mittels PCA eingesetzt werden.
Strahlenschäden an der Probenstelle zu vermeiden. Die Probenstelle selbst wird dem
Elektronenstrahl immer nur für die Zeit der Aufnahme (500 ms) ausgesetzt. Die Posi-
tionierung für die Aufnahmen erfolgt ausschließlich elektronisch durch Verschiebung
des Strahls, um mechanische Vibrationen und damit z.B. Veränderungen der Fokus-
lage der Probe zu vermeiden. Zur Kontrolle wird die letzte Aufnahme der Serie bei
der selben Position wie die erste gemacht; der direkte Vergleich der ersten und der
letzten Aufnahme liefert keine nennenswerten Veränderungen der Probe.
Zunächst wird jedes der 15 Bilder einer Korrelationsmittelung entsprechend der
Vorgehensweise, die im Abschnitt 6.3.2 erläutert wurde, unterzogen. Die dabei be-
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rechneten Koordinaten dienen anschließend zur Extraktion der einzelnen Einheits-
zellen. Dabei werden sie entsprechend den Vektoren des p4-Gitters abgetastet, um
quadratische Bilder der Dimension a = b = 12.9 nm (n × n = 108 × 108 Pixel) zu
erhalten. Um eine Dopplung der Einheitszellen zu vermeiden, die in den überlap-
penden Bildbereichen lokalisiert sind, werden diese manuell aus der Koordinatenliste
entfernt, des weiteren auch solche, die sich in doppellagigen Bereichen des S-Layers19
befinden.
Die verbleibende Liste enthält dann die Positionen von N = 420 Einheitszellen,
die bezüglich der untergeordneten vierzähligen Symmetrieachse zentriert sind. Deren
Positionen sind in Abb. 6.22 mit weißen Punkten markiert. Diese Einheitszellen
bilden den ersten Datensatz für die PCA. Ihr Mittelwert ist in Abb. 6.19a dargestellt.
PCA von Pd-Clustern auf S-Layern - II. Berechnung der Eigenvektoren
Die Berechnungen für die PCA erfolgen mit dem EM-Bildverarbeitungssystem [145].
Zunächst werden die Bilder der extrahierten Einheitszellen auf den gleichen Mittel-
wert (0) und die gleiche Standardabweichung (1) normiert, um den Einfluß lang-
reichweitiger Kontrastschwankungen zu unterdrücken und der Mittelwert aller Ein-
zelbilder subtrahiert. Dann werden die 10 Eigenvektoren να mit den höchsten Ei-
genwerten λαα und die zugehörigen sogenannten ”
importance images“ berechnet.
Letztere stellen quasi synthetische Bilder dar, die man durch die Berechnung des
Mittelwertes des Datensatzes plus oder minus dem gewichteten Eigenvektor erhält.
Sie ermöglichen eine leichtere Interpretation der durch den zugehörigen Eigenvektor
repräsentierten Struktur.
Die so erhaltenen Eigenvektoren der kompletten Elementarzellen des Palladium-
metallisierten S-Layers sind leider nicht klar zu interpretieren. Der Grund dafür
liegt wahrscheinlich in der relativ großen Pixelanzahl von P = n × n = 108 × 108
= 11664 Pixel jeder Elementarzelle im Vergleich zur Anzahl der Elementarzellen
N = 420. Jede dieser Elementarzellen enthält mehrere Cluster, die individuell und
unabhängig zu strukturellen Abweichungen und damit zu statistischen Varianzen
beitragen. Dadurch können die strukturellen Unterschiede aber auch nicht durch
deutliche Kontrastunterschiede in den Eigenvektoren repräsentiert werden und sind
somit schwer auszumachen. Außerdem führt der mathematische Algorithmus der
Korrespondenzanalyse bzw. der PCA von numerischen Gesichtspunkten aus betrach-
tet zu deutlicheren Ergebnissen, wenn P < N ist [143].
Aus diesem Grund werden die Einheitszellen in Teilbereiche zerlegt und jeder
Bereich einzeln einer PCA unterzogen. Die Auswahl relevanter Teilbereiche wird
entsprechend den charakteristischen Clusterpositionen getroffen (Abb. 6.23). Extra-
hiert werden Flächen, die etwa doppelt so groß sind, wie die aus der CA resultierende
19Diese entstehen durch teilweises Umklappen des Layers bei der Präparation und sind durch
den höheren Kontrast zur Umgebung auszumachen.
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Abbildung 6.23:
Für die Principle Component Analysis aus-
gewählte Teilbereiche der Einheitszellen ei-
nes Pd-Clusterarrays auf dem S-Layer von
S. ureae.
mittlere Clustergröße. Da die Clusterpositionen B und C genau auf der Kante bzw.
Ecke der Einheitszelle liegen, werden die Einheitszellen zunächst nochmals mit ei-
nem etwas größeren Bereich aus den Ausgangsbildern extrahiert. Aus diesen werden
dann jeweils vier Teilbilder der Position A, zwei der Position B und eins der Position
C separiert. Damit wird zunächst vermieden, daß Cluster benachbarter Elementar-
zellen aufgrund deren Bereichserweiterung doppelt in die Auswertung einfließen. Die
vier ausgeschnittenen Bereiche der Position A sind kristallographisch gesehen nur
rotiert und daher äquivalent, ebenso die beiden Bereiche der Position B. Deshalb
werden die ausgeschnittenen Bilder um π/2, π bzw. −π/2 im Fall der Positionen
A2, A3 und A4 und um π/2 im Fall der Position B2 gedreht und die dann äquivalen-
ten Daten kombiniert. Dieses Vorgehen resultiert in 3 verschiedenen Datensätzen:
1. 1680 Bilder der Position A mit einer Größe von 36× 36 = 1296 Pixel, entspre-
chend (4.3 nm)2,
2. 840 Bilder der Position B mit einer Größe von 36 × 72 = 2592 Pixel, entspre-
chend 4.3 × 8.6 nm2,
3. 420 Bilder der Position C mit einer Größe von 30×30 = 900 Pixel, entsprechend
(3.6 nm)2.
Damit ist die oben genannte Bedingung P < N für die Position A erfüllt. Für die an-
deren beiden Positionen ist das Verhältnis zumindest wesentlich günstiger als im Fall
der kompletten Einheitszellen. Der mögliche Positionierungsfehler, der allein durch
die Extraktion und die Rotation der Teilbereiche entstehen kann, ist kleiner/gleich
1 Pixel bzw. 0.12 nm und somit vernachlässigbar. Ein möglicher Positionierungsfeh-
ler durch falsche Positionsbestimmung bei der Kreuzkorrelation wird später noch
ausführlich diskutiert.
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Abbildung 6.24 zeigt für die Position A exemplarisch den Mittelwert aller 1680
Einzelbilder und die errechneten ersten 10 Eigenvektoren nebst den
”
importance
images“ als Resultat der PCA. In diesen Eigenvektoren repräsentieren die dunklen
Bildbereiche Metall, die hellen das Protein. Die zugehörigen Eigenwerte, hier an-
gegeben als prozentualer Anteil an der Gesamtvarianz aller 1679 Eigenvektoren,
zeigen, daß die ersten 10 Eigenvektoren bereits 15.6% der Varianz enthalten. Die
Gesamtvarianz entspricht dabei einer statistischen Varianz, also der Summe der
Abweichungsquadrate vom Mittelwert. Die relativ geringen Unterschiede zwischen
den Varianzanteilen bzw. Eigenwerten aufeinanderfolgender Eigenvektoren (=Eigen-
bilder) lassen zunächst keine überraschenden strukturellen Abweichungen, sondern
eher feine Unterschiede zwischen den Einzelbildern erwarten, die sich aber dennoch
deutlich vom Rauschsignal abheben.
Abbildung 6.24: Resultat der PCA für die Clusterposition A. Die dunklen
Bildbereiche repräsentieren Metall, die hellen Protein.
Linkes Einzelbild: Mittelwert über alle 1680 Cluster.
Obere Reihe: Die ersten 10 Eigenvektoren sortiert nach der Größe der zu-
gehörigen Eigenwerte.
Untere zwei Reihen: Zugehörige
”
importance images“ .
Die Zahlenwerte geben den prozentualen Anteil jedes Eigenvektors an der Ge-
samtvarianz an.
Die Kontraständerungen der Eigenvektoren bzw. der besser interpretierbaren
”
im-
portance images“ zeigen, daß die Cluster verschiedene Positionen innerhalb des
extrahierten Bereiches von 4.3 × 4.3 nm2 einnehmen. Die zum ersten Eigenvektor
gehörenden
”
importance images“ repräsentieren die extreme Situation eines zentral
positionierten Pd-Clusters bei metallfreier Umgebung und der umgekehrten Situati-
on und charakterisieren damit die mögliche Verschiebung der Clusterposition inner-
halb des Bereiches. Die Eigenvektoren (=Eigenbilder) 2 und 3, 4 und 5 und 6 und 7
bilden charakteristische Paare bei denen die zwei Strukturen ähnliche, aber rotierte
Situationen darstellen. Sie beschreiben eine (Faktor 2 und 3), zwei (4/5) und drei
(6/7) nicht zentrierte Clusterpositionen willkürlicher Orientierungen.
Dabei ist zu bemerken, daß die von den Eigenvektoren dargestellten Strukturen
116 KAPITEL 6. STRUKTURUNTERSUCHUNGEN
im Datensatz in dieser Form nicht real vorkommen müssen, sondern daß vielmehr
strukturelle Änderungen beschrieben werden. Die Eigenvektoren 6 und 7 sind also
nicht so zu interpretieren, daß es tatsächlich Einheitszellen gibt, bei denen an dieser
Position gleichzeitig 3 Cluster auftreten. Stattdessen werden durch sie alle mögli-
chen Positionen beschrieben, die die Cluster innerhalb des betrachteten Bereiches
einnehmen können.
Um einen Eindruck der Verteilung und Größe der Palladiumcluster zu bekom-
men, werden die Resultate der PCA genutzt, um die 1680 Einzelbilder der Position
A, die 840 Einzelbilder der Position B und die 420 der Position C in homogenere
Klassen aufzuteilen.
PCA von Pd-Clustern auf S-Layern - III. Klassifizierung
Die Klassifizierung wird zunächst wieder exemplarisch an der Position A darge-
stellt. Die Auswahl der Eigenvektoren für die Klassifizierung erfolgt, wie bereits im
Abschnitt zu den theoretischen Grundlagen erwähnt, nach dem Kriterium der sinn-
vollen Interpretierbarkeit. Das bedeutet, daß nur die ersten M Eigenvektoren zur
Klassifizierung herangezogen werden, die eine strukturell interpretierbare Änderung
beschreiben. Für die Position A trifft das für die ersten 7 Eigenvektoren zu. Die Ko-
ordinaten der N = 1680 Bilder werden deshalb in den von den ausgewählten Q = 7
Eigenvektoren aufgespannten Teilraum projiziert und diese neuen Koordinaten die-
nen dann der Klassifizierung. Dabei werden die Bilder in Klassen zusammengefaßt,
die ähnliche Koordinaten im Q-dimensionalen Raum haben und damit nach Voraus-
setzung ähnliche Bildstrukturen aufweisen. Die Identifikation der Klassen, also die
Trennung in einzelne abgegrenzte Punktwolken, basiert auf dem MDM-Algorithmus
(MDM=minimum distance to class means) [143]. Die Anzahl verschiedener Klas-
sen wird empirisch festgelegt. Sie wird sukzessive so lange erhöht, wie neue Klassen
detektierbare und strukturell klar interpretierbare Unterschiede zu den vorangegan-
genen liefern.
Abbildung 6.25 und Tabelle 6.2 fassen die Ergebnisse der Klassifizierung der drei
Positionen A,B und C zusammen. Die Klassen werden dabei repräsentiert von den
Mittelwerten aller Bilder, die der entsprechenden Klasse angehören. Es zeigt sich,
daß die Palladiumcluster der Positionen A, B und C in ihrer Position und Anzahl
variieren. Besonders die Position A zeigt eine zunächst willkürliche Verteilung der
Cluster innerhalb des extrahierten Bereiches und reflektiert damit die Bedeutung der
Eigenvektorpaare der Abb. 6.24. Die mittlere Größe der Pd-Cluster beträgt nach den
Klassenmittelwerten ca. 1.2 bis 1.5 nm. Das ist etwa die gleiche Größenordnung wie
die abgeschiedener Pt-Cluster auf diesem S-Layer [12].
Das zentrale Ergebnis der Klassifizierung liegt in der Belegungsdichte. Die Po-
sition A ist in 85% der Fälle mit einem Cluster belegt (Klassen A1 bis A10), die
Position C in 72% der Fälle (C1 bis C6). Das bedeutet, daß von diesen beiden Po-
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Abbildung 6.25: Überblick möglicher Clusterpositionen von Pd-Clustern auf
einem S-Layer von S. ureae als Ergebnis einer PCA und anschließender Klas-
sifizierung. Die dunklen Bereiche repräsentieren die Metallcluster. Die einzel-
nen Klassen werden dargestellt durch den Mittelwert aller extrahierten und
in der entsprechenden Klasse zusammengefaßten Einzelbilder. Die zugehörige
Bildanzahl jeder Klasse ist in Tabelle 6.2 angegeben.
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Pos. Klassennummer
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
∑
A 193 182 222 190 129 126 92 83 103 113 84 90 73 1680
B 124 116 50 53 110 98 180 109 840
C 45 78 26 59 46 49 62 55 420
Tabelle 6.2: Anzahl der klassifizierten Bilder von Pd-Clustern in Teilbereichen nach der
PCA.
sitionen weniger als 15 bzw. 28% ohne Cluster oder mit zwei Clustern belegt sind,
oder eine nicht näher zu definierende Struktur aufweisen.
Die Position B verdient eine nähergehende Betrachtung. Diese Position liegt auf
der zweizähligen Symmetrieachse der S-Layer-Einheitszelle, also an der Stelle, wo
zwei verbindende Proteinarme gewissermaßen ein
”
Langloch“ bilden (Abb. 6.19 und
4.2). Dieses Langloch bietet offensichtlich mehr räumliche Freiheit für die Clusterbil-
dung, was in 50% der Fälle zu zwei nebeneinanderliegenden Clustern führt (Klassen
B6 und B7). Für die Klassen B1 bis B5, die verschiedene Positionen eines Einzelclu-
sters beschreiben, ist deutlich eine größere Abweichung in Richtung des Langloches
als quer dazu zu registrieren. Nur 13% der Clusterpositionen an der Stelle B sind
nicht besetzt oder nicht näher zu definieren.
Damit ergeben sich drei wichtige Ergebnisse:
1. Das Clusterwachstum ist eindeutig templatgesteuert, dabei sind die Poren und
Hohlräume die bevorzugten Bindungsplätze. Die Cluster müssen aber nicht
exakt in der Pore sitzen, sondern können auch in deren Randbereich lokalisiert
sein.
2. Die Principle Component Analysis liefert wichtige zusätzliche Ergebnisse ge-
genüber der Korrelationsmittelung. So befinden sich nach der CA an der Po-
sition B länglich geformte Cluster. Die PCA offenbart dagegen, daß es sich
um einen oder zwei Cluster handelt, die in einer Richtung eine größere
”
Orts-
unschärfe“ aufweisen.
3. Die Belegungswahrscheinlichkeit ist mit 85, 87 und 72% (A, B und C) sehr
hoch.
Es stellt sich noch die Frage, ob die mittels PCA festgestellte Ortsvariabilität in
Realität auftretende Abweichungen beschreibt oder Resultat eines Positionierungs-
fehlers während der Kreuzkorrelation ist.
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PCA von Pd-Clustern auf S-Layern -
IV. Positionsabweichung versus Fehlkorrelation
Wie bereits im Abschnitt 6.3.2 dargelegt, ist die CA in der Lage, Positionsabweichun-
gen der Einheitszellen, hervorgerufen durch Adsorptionseffekte oder Gitterfehler,
durch die Bestimmung der individuellen Einheitszellenpositionen zu berücksichtigen.
Andererseits hängt die Präzision der Kreuzkorrelation vom Signal/Rausch-Verhält-
nis ab, das im Fall der metallisierten S-Layer im leichten Unterfokus ziemlich gering
ist (Abb. 6.22). Es wäre somit denkbar, daß zumindest ein Teil der beobachteten Va-
riabilität der Clusterpositionen von einer fehlerhaften Korrelation herrührt. Einige
Fakten widerlegen aber diese Annahme:
1. Die Belegung einer Positionen mit zwei Clustern kann nur durch echte Po-
sitionsvariabilität erklärt werden. Das trifft vor allem auf Position A zu, die
keinerlei Symmetriezentrum enthält.
2. Wenn man annimmt, daß die laterale Abweichung der Klassen B1 bis B5 in x-
Richtung dem Korrelationsfehler zuzuschreiben ist, erhält man eine maximale
Fehlpositionierung von 1.2 nm. Die entsprechende Variabilität für die Klassen
A1 bis A10 beträgt aber 2.4 nm, also doppelt so viel.
3. Wenn die Ursache für die Verteilung der Cluster nur eine falsche Korrelation
wäre, würde man eine isotrope Richtungsverteilung der Positionen erwarten,
da solche Fehler nicht richtungsabhängig sind. Vor allem für die Position B ist
aber eindeutig eine größere Variabilität in y- als in x-Richtung zu beobachten.
4. Zusätzlich werden die Ergebnisse der Klassifizierung für die vier A-Positionen
separat analysiert. Wenn die Ortsabweichung der eindeutig definierten Clu-
sterpositionen durch einen Positionierungsfehler bei der Korrelation zustande
kommen würde, müssten die Orte der Cluster an einer Position (z.B A1) mit
denen der anderen drei Positionen (also A2 bis A4) korreliert sein, d. h., daß sie
alle in die gleiche Richtung verschoben sein sollten. Das wiederum impliziert,
daß für Cluster einer Klasse der Position A1 die anderen drei Cluster der Posi-
tionen A2 bis A4 dieser Einheitszellen auch vorrangig in jeweils einer Klasse zu
finden sein müssten. Als Konsequenz sollte die Klassenverteilung dieser drei
Positionen signifikant von der Verteilung der Gesamtheit abweichen. Für die-
sen Test werden die ersten 5 Eigenvektoren jeder der vier A-Positionen separat
berechnet und anschließend die Cluster in 6 Klassen sortiert. Die Verteilung
der entsprechend den Einheitszellen zusammengehörigen Cluster wird dann
mittels χ2-Test überprüft. Bei einem Vertrauensintervall von 0.05 kann dabei
keine signifikante Abweichung von der Ausgangsverteilung der Klassen festge-
stellt werden. Die Annahme, daß ein Korrelationsfehler vorliegt, muß daher
verworfen werden.
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Zusammenfassend ist festzustellen, daß die Positionsabweichungen der Cluster nicht
auf Korrelationsfehler zurückgeführt werden können. Die Variabilität der Cluster ist
mit bis zu 3 nm größer als der Durchmesser der Cluster.
6.3.4 Software zur Bildverarbeitung
Für die zahlreichen Bildanalysen und die Bildverarbeitung im Rahmen dieser Arbeit
wurden verschiedene Softwarepakete benutzt:
• Scion-Image for Windows, Rel. beta 3b, Scion Corporation, Maryland,
• SPIP - Scanning Probe Image Processor for Windows, V 2.21, Image
Metrology ApS, Kopenhagen,
• SEMPER Image Processing System [146], installiert auf einer SGI Work-
station,
• EM Image Processing System [145], installiert auf einer SGI Workstation.
6.4 Elektronenholographie
Die vorangegangenen Abschnitte haben gezeigt, daß für die Bildanalyse und -ver-
arbeitung ein möglichst guter Kontrast notwendig ist. Durch die Probleme des Ab-
bildungsmechanismus im TEM ist dieser aber nur durch Defokussierung und/oder
Kontrastierungsmethoden zu erreichen, was unter Umständen die Struktur durch
Artefaktbildung verfälscht. Als möglicher Ausweg wurde im Kapitel 3 die Elek-
tronenholographie genannt. Da sie die Phaseninformation der Bildwelle interfero-
metrisch aufzeichnet, kann die Phasenschiebung durch das Objekt als sichtbarer
Kontrast dargestellt werden.
Trotz der offensichtlichen Vorteile gibt es bisher verhältnismäßig wenig Publika-
tionen über holographische Untersuchungen an biologischen Proben [122, 147, 148,
149]. Grund dafür sind verschiedene Schwierigkeiten, die zum Teil auch im Rahmen
dieser Arbeit auftraten.
S-Layer wurden bisher nur von Harscher [122] holographiert. Er untersuchte die
Struktur des HPI-Layers20 von Deinococcus radiodurans und konnte die hexagonale
Symmetrie im Phasensignal nachweisen. Die Auflösung dieser Aufnahmen ist jedoch
ca. eine Größenordnung schlechter als die herkömmlicher TEM-Abbildungen.
20HPI: Hexagonally Packed Intermediate, es handelt sich dabei auch um eine Art S-Layer.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden S-Layer von B. sphaericus NCTC 9602 mittels
Elektronenholographie untersucht. Dabei geht es um die Frage, ob durch diese Me-
thode zusätzliche Strukturinformationen gewonnen werden, die später zu einer bes-
seren Charakterisierung der Anbindungsstellen für metallische Cluster führen könn-
ten. Außerdem stellt die Holographie der nativen S-Layer die Voraussetzung dar, um
später auch Clusterarrays zu holographieren und vor allem bei ferromagnetischen
Partikeln magnetische Eigenschaften abzubilden.
Alle Hologramme wurden im Lorentzmodus aufgenommen (Abschnitt 3.1.3), um
ein möglichst großes Gesichtsfeld zu erreichen. Die erreichbare Auflösung nach der
Bildrekonstruktion aus den Hologrammen hängt vor allem vom Abstand und dem
Kontrast der Interferenzstreifen ab. Der Abstand läßt sich aber über die angelegte
Spannung am Biprisma nur in einem beschränkten Bereich einstellen. Daher ist man
momentan bei der Holographie auf bestimmte Mikroskopvergrößerungen beschränkt.
Für die untersuchten S-Layer besteht somit nur die Möglichkeit bei eingeschalteter
Objektivlinse und damit sehr hohen Vergrößerungen oder im Lorentzmodus, d.h. mit
Lorentzlinse statt Objektivlinse und mittleren Vergrößerungen zu holographieren.
Der Hochauflösungsmodus scheidet allerdings wegen fehlendem Cryohalter aus - die
Strahlenbelastung für unkontrastierte S-Layer wäre dabei viel zu hoch.
In ersten Untersuchungen wurden mit Uranylacetat negativ gestainte S-Layer ho-
lographiert. Da die Phasenschiebung bei dünnen homogenen Objekten linear mit der
optischen Weglänge korreliert ist, läßt sich aus dem Phasenbild direkt ein relatives
Höhenprofil ablesen. Damit kann bei diesen Proben eindeutig der Doppelschichtcha-
rakter von flach adsorbierten Röhren nachgewiesen werden. Vor allem die Enden der
Röhren, die nie gerade abschließen, zeigen deutliche Höhenstufen [100]. Dabei läßt
sich aufgrund der eingestellten Breite der Interferenzstreifen das Gitter der S-Layer
jedoch nicht auflösen. In einer weiteren Phase der Untersuchungen sollte deshalb ge-
testet werden, inwieweit die Holographie auch an nativen, d.h. ungestainten Proben
möglich ist und bis zu welcher Auflösung Informationen gewonnen werden können.
Die S-Layer-Sheets werden dazu auf Quantifoil- oder Lacey-Lochgrids adsorbiert,
luftgetrocknet und anschließend beidseitig mit ca. 2-5 nm Kohlenstoff bedampft, um
eine Aufladung der Probe im TEM zu vermeiden. Diese Aufladung führt in den
Hologrammen zu extremen Phasensprüngen, wodurch sie sich nicht mehr auswerten
lassen.
Im TEM werden auf der Probe Bereiche lokalisiert, an denen S-Layer die Löcher
der Grids nur partiell überspannen. Damit ist sichergestellt, daß bei entsprechender
Orientierung des Biprismas die Referenzwelle ungestört durch Vakuum verlaufen
kann.
Die Abbildung 6.26 zeigt ein auf diesem Weg rekonstruiertes Phasenbild eines
S-Layers. Dessen Höhenprofil, das linear mit der Phasenschiebung ∆Φ verbunden
ist, spiegelt deutlich den Übergang vom einfach- zum doppellagigen Bereich wider.
Auch bei dieser Aufnahme läßt der Abstand der Interferenzstreifen die Auflösung
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des Gitters nicht zu. Die Wahl geeigneter Parameter, vor allem der Spannung am
Biprisma, der Spotgröße des Elektronenstrahles und der Belichtungszeit ermöglicht
aber auch die Aufzeichnung von Hologrammen, deren Phasenbild die Gitterperiodi-
zität von 12-13 nm des S-Layers zeigt (Abb. 6.27).
Abbildung 6.26:
Aus einem Elektronenhologramm rekon-
struiertes Phasenbild eines S-Layers von B.
sphaericus. Das resultierende Höhenprofil,
das linear mit der Phasenschiebung ∆Φ
verbunden ist, zeigt deutlich den Übergang
vom ein- zum doppellagigen Bereich.
Diese Resultate sind einerseits noch weit entfernt von der Signalauflösung herkömm-
licher TEM-Aufnahmen. Andererseits kann angenommen werden, daß die Signal-
auflösung vor allem bei einer Kombination der Holographie mit der Cryomikroskopie
wesentlich verbessert wird. Mit der Elektronenholographie sind zur Zeit prinzipiell
Auflösungen bis 0.85 nm möglich [150]. Es sollte dann möglich sein, Dickenprofi-
le innerhalb der Gitterperiodizität zu erhalten, die zusammen mit holographischen
Untersuchungen an den in dieser Arbeit vorgestellten Heterosystemen völlig neue
Perspektiven bieten. Man denke dabei z.B. an periodisch auf einem S-Layer ab-
geschiedene Ferritinmoleküle, bei denen die Feldverteilung magnetischer Eisenoxid-
kerne analysiert werden könnte. Außerdem wäre es möglich, S-Layer und darauf
abgeschiedene Partikel gleichzeitig zu sichtbar zu machen. Damit ließe sich eine
bessere Korrelation zwischen Templat und erzeugter Nanostruktur gewinnen. Mit
solchen Aussichten lohnt sich zweifellos der große experimentelle Aufwand solcher
Untersuchungen.
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Abbildung 6.27: Aus einem Hologramm rekonstruiertes Phasenbild eines S-
Layers. Vor allem in der Bildmitte ist die Gitterstruktur des S-Layers mit
einer Periode zwischen 12 und 13 nm zu erkennen.
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7 Zusammenfassung und Ausblick
Das biomolekulare Templating ist in den letzten Jahren zu einem wichtigen Teil-
gebiet innerhalb der biomolekularen Nanotechnologie geworden. Die mittels dieser
Methode gewonnenen Strukturen werden immer vielfältiger und bieten erste Ansätze
für technische Anwendungen. Oft ist aber eine gezielte Beeinflussung des Templa-
tingprozesses und damit die gezielte Herstellung gewünschter Strukturen aufgrund
der vielfach unbekannten Mechanismen noch nicht möglich.
Zu den faszinierendsten Biotemplaten gehören die bakteriellen Zellhüllenproteine
(S-Layer). Sie besitzen die Fähigkeit, nach Zerlegung in einzelne Proteinmonomere
erneut zu zweidimensionalen Gittern zu kristallisieren. Dieses Verhalten wird für
die S-Layer der Spezies B. sphaericus NCTC 9602 und S. ureae ATCC 13881 nach-
gewiesen. Dabei entstehen je nach Bedingungen Einfach- oder Doppelschichten oder
röhrenförmige Aggregate.
Durch ihre nahezu perfekte Regelmäßigkeit als zweidimensionaler Kristall erlauben
S-Layer die Abscheidung metallischer Partikel auf ihrer Oberfläche, deren Anord-
nung sich am periodischen Gitter des Templates orientiert. Das Ziel dieser Arbeit
bestand darin, das Partikel- oder Clusterwachstums auf S-Layern zu untersuchen.
Den Schwerpunkt bilden strukturelle Untersuchungen mit Hilfe der Elektronenmi-
kroskopie und der Bildanalyse und Bildverarbeitung. In Verbindung mit UV/VIS-
spektroskopischen Untersuchungen können damit Schlußfolgerungen über die bisher
weitestgehend unbekannten Mechanismen gezogen werden.
Die Anbindung von Metallkomplexen an die S-Layer von B. sphaericus NCTC 9602
und S. ureae ATCC 13881 und deren Reduktion führt zur Abscheidung regelmäßig
angeordneter metallischer Platin- bzw. Palladiumcluster auf dem Biotemplat. Für
diese Clusterbildung wird ein Mechanismus vorgeschlagen, der sich entsprechend
einer heterogenen Keimbildung aus Komplexanbindung und Reduktion zusammen-
setzt. Die Bestimmung der Prozeßkinetik und eine mögliche genauere Charakte-
risierung der Anbindung der Komplexe an das Protein erfolgt mittels UV/VIS-
Spektroskopie. Obwohl der exakte Bindungsmechanismus nicht abschließend geklärt
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werden kann, lassen die Messungen wichtige Schlußfolgerungen zu. Die Quantifizie-
rung ergibt eine Anbindung von 200 bis 300 Komplexen pro Proteinmonomer. Das
bedeutet, daß bereits 10 Prozent der für die Cluster benötigten Komplexe am Protein
gebunden werden können. Da die verwendeten S-Layer bekanntermaßen metallbin-
dende Aminosäuren, wie beispielsweise Histidin wenn überhaupt, dann nur in ver-
schwindend geringer Anzahl enthalten, können sie für eine spezifische Bindung der
Komplexe in hoher Anzahl nicht in Betracht kommen. Ebenso kann eine rein elektro-
statische Anbindung im Sinne der Bindung geladener Komplexe an entgegengesetzt
geladene Zentren der S-Layer-Oberfläche nicht der Hauptbindungsmechanismus sein.
Obwohl sich solche Ladungszentren durch die geordnete Anlagerung von gelade-
nen PCF-Markermolekülen nachweisen lassen, wird durch UV/VIS-Spektroskopie
gezeigt, daß hauptsächlich die hydrolysierten Komplexe gebunden werden. Die un-
hydrolysierten, also zweifach negativ geladenen Komplexe werden dagegen nicht
gebunden. Damit konsistent ist, daß sich nur die zweifach hydrolysierte Komplex-
spezies leicht reduzieren läßt.
Für eine chemische Bindung kommen demnach aus heutiger Sicht nur die in
großer Zahl vorhandenen freien Reste der Aminosäuren, wie Amino- oder Carboxyl-
gruppen in Frage sowie die möglicherweise komplexierenden Peptidbindungen. Kon-
sistent damit sind kürzlich veröffentlichte IR-spektroskopische Messungen. Da bis
jetzt die molekulare Struktur der S-Layer noch nicht bekannt ist, kann man dem-
nach nur vermuten, daß es an bestimmten Positionen des Proteins, an denen es zur
Bildung der Cluster kommt, eine verstärkte Ansammlung solcher Bindungsplätze
und damit solcher Gruppen geben muß. Untermauert werden diese Annahmen von
ersten Messungen, die die Komplexanbindung nach einer chemischen Modifizierung
des Proteins charakterisieren. Die Blockierung freier Aminogruppen führt dabei zu
einer bis zu vierzigprozentigen Reduzierung angebundener Komplexe.
Damit wird zugleich ein Weg aufgezeigt, weitere Indizien für oder gegen be-
stimmte Bindungsmechanismen zu finden. Die gezielte Modifikation des S-Layers
sollte dabei nicht nur helfen, den Prozeß aufzuklären, sondern erlaubt auch die ge-
zielte Steuerung der Clusterentstehung und damit die Erzeugung morphologisch
unterschiedlicher Strukturen.
Die Abbildung der erzeugten Clusterarrays erfolgt mittels Transmissionselektronen-
mikroskopie. Die TEM-Aufnahmen werden einer umfangreichen Bildanalyse unter-
zogen. Durch Korrelationsmittelung der mit Schwermetallsalz kontrastierten S-Layer
sowie der auf nativen S-Layern erzeugten Clusterarrays werden zunächst Strukturin-
formationen gewonnen, die eine Bestimmung der lateral bevorzugten Clusterpositio-
nen ermöglichen. Demnach wachsen die Cluster an Positionen, an denen sich Poren
und Hohlräume im Protein befinden. Für den S-Layer von S. ureae, der sieben solche
bevorzugten Bindungsplätze pro Elementarzelle aufweist, wird die Belegung mittels
der Multivariaten Statistischen Analyse genauer quantifiziert. Daraus ergibt sich,
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daß die Cluster nicht zwingend direkt in den Poren sitzen müssen, sondern auch in
deren Randbereich lokalisiert sein können. Die laterale Abweichung kann je nach Po-
sition zwischen 1.2 und 2.4 nm betragen. Die bereits von der Korrelationsmittelung
offenbarte Templatsteuerung des Clusterwachstums wird von der MSA durch die
Bestimmung der Ortsabweichung der Cluster auf der zweizähligen Symmetrieach-
se des Templates bewiesen. Diese Abweichung ist in der zur Hauptsymmetrieachse
weisenden Richtung wesentlich größer als quer dazu und reflektiert damit gerade die
”
erlaubten“ Freiheitsgrade für die Cluster durch eine langlochartige Pore im Protein.
Die Belegungswahrscheinlichkeit für die verschiedenen Positionen liegt zwischen 72
und 87 Prozent, was deren hohe Affinität zum Metall bzw. zu den Metallkomplexen
quantifiziert. Die dem vorgeschlagenen Bildungsmechanismus der Cluster entspre-
chenden definierten regelmäßigen Bindungsplätze (Affinitätszentren) werden somit
durch die Analyse der TEM-Aufnahmen bestätigt.
Es konnten außerdem Anzeichen dafür gefunden werden, daß die Bindung der
Komplexe bereits vor der Reduktion im Bereich dieser Affinitätszentren erfolgt. In
diesen Bereichen, die in den Poren des S-Layers lokalisiert sind, bilden sich dann die
Platin- und Palladiumcluster.
Die Elektronenholographie ermöglicht die Charakterisierung der Phasenschiebung
durch S-Layer und ermöglicht so beispielsweise die Aufnahme von Dickenprofilen.
Das Potential dieser Methode offeriert interessante Möglichkeiten für zukünftige Un-
tersuchungen an Biotemplaten.
Die gezielte Steuerung der Bildung geordneter Metallpartikel auf S-Layern wird im
Rahmen dieser Arbeit noch auf einem völlig anderen Weg erreicht: Der Einschluß
von Komplexen in selbstassemblierten S-Layer-Röhren führt während der Adsorpti-
on auf einem Templat nach der Verdunstung des Wassers zu sehr hohen Komplex-
konzentrationen. Unter dem Einfluß eines hochenergetischen Elektronenstrahles im
TEM werden daraus metallische Cluster in den Hohlräumen gebildet. Da sowohl die
Reduktion als auch die Bildung der Keime quasi in situ im TEM beobachtet werden
kann, eröffnet sich so die Möglichkeit des gezielten
”
Schreibens“ einer Clusterstruk-
tur mit dem Elektronenstrahl.
Neben der Strukturanalyse wurde im Rahmen dieser Arbeit ein einfaches Testverfah-
ren entwickelt, um Gram-positive Bakterienstämme auf die Existenz von S-Layern
zu testen. Die Inkubation einer Kultur mit dem Enzym Lysozym führt zum Ab-
werfen der S-Layer von der Zellwand, die im TEM oder SFM nachgewiesen werden
können.
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Anhang
A.1 Verwendete Chemikalien
Alle Chemikalien wurden bezogen von Sigma-Aldrich, Taufkirchen und Merck/VWR-
International, Darmstadt.
Folgende Standardpufferkombinationen finden Verwendung:
TRIS/HCl-Puffer: 50 mM TRIS/HCl, 3 mM NaN3, 1 mM MgCl2, pH7.4,
TRIS/H2SO4-Puffer: 50 mM TRIS/H2SO4, pH7.4,
Phosphatpuffer: 50 mM KH2PO4/Na2HPO4, 3 mM NaN3, 1 mM MgCl2, pH7.4.
A.2 Bakterienzucht und S-Layer-Präparation
Die Anzucht von S. ureae ATCC 13881 und die Präparation von S-Layern erfolgte
durch J. Lubieniecki am MPI für Biochemie in Martinsried, die dann freundlicher-
weise von H. Engelhardt zur Verfügung gestellt wurden. Die Vorgehensweise ist im
wesentlichen in [58] beschrieben.
Die Kultivierung und Gewinnung der S-Layer von B. sphaericus wurde am Insti-
tut für Radiochemie des FZ Rossendorf durchgeführt. Teilweise wurde das Protein
dabei von J. Raff aus der AG von S. Selenska-Pobell bzw. von S. Matys aus der
AG von W. Pompe präpariert, teilweise erfolgte dies aber auch im Rahmen dieser
Arbeit selbst. Die Vorgehensweise soll daher kurz skizziert werden:
Zucht von B. sphaericus NCTC 9602
• Nährmedium flüssig: 8 g/l NB-Medium Bacto Nutrient Broth (Pepton und
Fleischextrakt) von Difco Laboratories, Detroit.
• Nährmedium fest: Zugabe von 15 g/l Agar zum Nährmedium flüssig.
• Kulturhaltung auf Agarplatten bei 30oC.
• Vorkultur: 30 ml Medium im Erlenmeyerkolben mit Agarkultur impfen und
bei 30oC unter aeroben Bedingungen für ca. 10-12 h im Schüttler inkubieren.
• Hauptkultur: 4.5 l Medium in luftbegaster Flasche (3 l/min) mit 4.5 ml der
Vorkultur impfen und bei 30oC unter ständigem Rühren kultivieren.
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• Ernte während der späten exponentiellen Wachstumsphase1 durch Zentrifuga-
tion: 10600 × g, 40 min bei 4oC.
• Waschen der Zellmasse durch zweimaliges Resuspendieren in Standardpuffer
und erneutes Zentrifugieren bei 7000 × g, 40 min, 4oC.
Präparation der S-Layer
• Alle Arbeiten erfolgen aerob unter Eiskühlung, die Lagerung bei 4oC, alle
Lösungen sind mit Natriumazid versetzt, was das Arbeiten unter unsterilen
Bedingungen ermöglicht.
• Mechanischer Zellaufschluß mittels Schwingmühle (MM 2000, Retsch): 5-6 ml
Zellmasse in gleichem Volumen Standardpuffer resuspendieren, Zugabe von je-
weils einer Spatelspitze DNAse II und RNAse sowie Glasperlen (Durchmesser
kleiner 0.1 mm) im Verhältnis von ca. 2:1 (v/v) bis zum Erreichen einer ho-
nigartigen Konsistenz. Zellaufschluß unter Kühlung für 10 min bei maximaler
Schwingzahl.
• Kontrolle des Zellaufschlusses mikroskopisch im Durchlicht bei 1000-facher
Vergrößerung im Phasenkontrast.
• Trennung der Glasperlen von den Rohextrakten durch mehrmaliges Waschen
mit Standardpuffer.
• Durch Zentrifugation des Waschüberstandes bei 400×g, 10 min bei 4oC Gewin-
nung des zellfreien Rohextraktes (Zellwände und Cytoplasma) im Überstand.
Das bräunliche Pellet enthält unaufgeschlossene ganze Zellen und restliche
Glasperlen und wird verworfen.
• Gewinnung der reinen Zellwände (Plasmamembran, Peptidoglykan und S-
Layer) durch zweimalige Zentrifugation bei 12900 × g, 60 min, 4oC und an-
schließendes Resuspendieren des weißen Pellets mit bräunlichem Saum im
Standardpuffer. Der Überstand (fahlgelb) enthält das Cytoplasma und wird
verworfen.
• Abtrennung der Plasmamembran durch Resuspendieren des Zellwandpellets in
Standardpuffer mit 1% Triton X-100, Inkubation für 20 min bei RT auf dem
Schüttler. Zweimalige Zentrifugation bei 12900× g, 60 min, 4oC und anschlie-
ßendes Resuspendieren, der gelbe Überstand (solubilisierte Plasmamembran)
wird verworfen, das weiße Pellet weiterverarbeitet.
• Verdau des Peptidoglykans und restlicher Nukleinsäuren durch Resuspendie-
ren des Pellets in Standardpuffer (ca. 1:7 v/v) mit 0.2 mg/ml Lysozym und je
einer Spatelspitze DNAse II und RNAse, Inkubation bei 30oC für ca. 6 h im
Wasserbadschüttler. Nach anschließender Zentrifugation bei 12900×g, 60 min,
4oC besteht das Pellet aus einer unteren dunklen und einer oberen weißen
1Die Kontrolle der Wachstumskurve erfolgt durch regelmäßige Messung der OD, siehe auch
Abschnitt 4.5.1.
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Schicht. Die obere Schicht wird nach dem Abgießen des Überstandes selektiv
mit Standardpuffer resuspendiert und nochmals durch Zentrifugation bei glei-
chen Parametern gewaschen. Die Suspension enthält dann die aufgereinigten
S-Layer-Sheets, die für alle weiteren Experimente Verwendung finden.
A.3 Proteinkonzentrationsbestimmung
Die Bestimmung der S-Layer-Proteinkonzentration einer Lösung oder Suspension
erfolgt photometrisch mittels modifizierter Lowry-Färbung [151]. Dazu wird ein
Proteinbestimmungskit von Sigma (Sigma Diagnostics, Deisenhofen) eingesetzt. Die
Grundlage des Verfahrens ist die Komplexbildung zwischen Kupfertartrat und den
Peptidbindungen des Proteins im alkalischen Milieu. Dieser Komplex reduziert ein
zugegebenes Phenolreagenz unter Bildung eines violett gefärbten polymeren Kom-
plexes. Dessen Intensität, die mit der eingesetzten Proteinmenge skaliert, kann mit-
tels Absorption im Spektrometer bei einer Wellenlänge zwischen 500 und 800 nm
gemessen werden (Abschnitt 3.3.4). Durch Vergleich mit einer Kalibrierungskurve,
die mit genau definierten Konzentrationen eines Testproteins erstellt wird, läßt sich
dann der S-Layer-Proteingehalt quantifizieren.
Leider ist dieses Verfahren teilweise proteinspezifisch und erlaubt daher eigentlich
nur relative Angaben für den jeweiligen S-Layer-Typ. Der Absolutwert dagegen kann
im Extremfall bis zu einer Größenordnung vom tatsächlichen abweichen. Aus diesem
Grund wird der exakte Wert für den S-Layer von B. sphaericus NCTC 9602 mittels
Wägung der Proteintrockenmasse (gefriergetrocknet) bestimmt. Dabei ergibt sich
im Vergleich zum Testprotein Rinderserum Albumin eine Abweichung von weniger
als 5%. Zumindest für diesen S-Layer kann die Proteinkonzentrationsbestimmung
daher als zuverlässig betrachtet werden.
A.4 Screeningverfahren
Zum Test einer Bakterienkultur auf die Existenz von S-Layern wird die Probe mit
Lysozym bei 30oC im Schüttler mindestens 6 Stunden inkubiert. Die Endkonzen-
tration des Lysozyms sollte dabei ca. 0.2 mg/ml betragen. Für den Test einer Agar-
kultur wird eine Kolonie in 500µl Standardpuffer, der ebenfalls 0.2 mg/ml Lysozym
enthält, suspendiert und anschließend ebenso wenigstens 6 Stunden inkubiert.
A.5 Rekristallisation
Zerlegung:
• Guanidiniumhydrochlorid (GHCl): ca. 6.6 M in TRIS-Standardpuffer.
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• 250µl S-Layer-Suspension (c ≈ 10 mg/ml) +750µl GHCl-Lösung (d.h.
GHCl-Endkonzentration ca. 5 M) oder abzentrifugiertes S-Layer-Pellet direkt
in GHCl-Lösung auflösen, dazu das Volumen des Pellets für Endkonzentration
abschätzen.
• Inkubation 2-48 h bei Raumtemperatur.
Dialyse:
• Dialyseschlauch (Visking type 8/32, 15 kDa Cut-off) oder Slide-A-Lyzer (Pier-
ce Chemical Comp., Rockford, USA, 10 kDa Cut-off) vor Benutzung hydrati-
sieren.
• Für Rekristallisation an Grenzflächen: Dialyse gegen 1 l H2O (dest. oder bidest,
vorgekühlt) 45 min bis max. 2 h bei 4oC, Dialysat zentrifugieren: 14000×g,
5 min, nur Überstand weiterverwenden.
• Für Rekristallisation in der Lösung: Dialyse gegen 1 l H2O bei Raumtempe-
ratur oder gegen 10 mM CaCl2 bei 4
oC 2 h bis 24 h, Dialysemedium mehrmals
wechseln.
Subphase für Bacillus sphaericus NCTC 9602:
Borat-Puffer: 10 mM Na2B4O7, 3 mM NaN3, 100 mM CaCl2, pH7.5 - 8.0 mit HCl ein-
stellen. Bei höherem pH verläuft die Rekristallisation scheinbar schneller, geringere
CaCl2-Konzentrationen verlängern dagegen die Rekristallisationszeit. Die einzusprit-
zende S-Layer-Lösung darf kein Phosphat enthalten, da es sonst zum Niederschlag
von CaHPO4 kommt.
Subphase für Sporosarcina ureae ATCC 13881:
HEPES-Puffer: 10 mM Hepes, 3 mM NaN3, 10% Glukose, pH7.0 mit NaOH einstel-
len.
Alle Subphasen werden mit ultrareinem Wasser angesetzt.
Einspritzen: Volumenverhältnis 800µl Dialysat auf 30-40 ml Subphase (bei Flächen
von 40 bis 100 cm2 entspricht das einer 20 bis 40fachen Überkonzentration für eine
vollständige Bedeckung.
Rekristallisation: Mindestens 24 h, (obwohl der Filmdruck schon vorher auf Werte
über 20 mN/m ansteigt), dabei jegliche Störungen vermeiden, vor allem mechanische
Schwingungen, gute Ergebnisse nach 48 h.
A.6 Metallisierungsvorschriften
Für alle Reaktionen wird K2PtCl4 oder K2PdCl4 als 3 mM Lösung wenigstens 24 h
vor der Aktivierung angesetzt, um eine ausreichende Hydrolyse zu gewährleisten.
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Im folgenden wird dieser Ansatz nur noch als Komplexlösung bezeichnet.
Clusterbildung durch Reaktion mit Natriumazid:
Zu 1 ml Komplexlösung wird 50µl S-Layer-Suspension (bei einer Konzentration von
ca. 10 mg/ml in Standardpufferkombination, die NaN3 enthält) zugegeben und we-
nigstens 20 h zur Reaktion gebracht.
Clusterbildung durch Reaktion mit DMAB:
Zu 1 ml Komplexlösung wird 50µl S-Layer-Suspension (bei einer Konzentration von
ca. 10 mg/ml in TRIS/H2SO4-Puffer pH 7.4, der kein NaN3 enthält) zugegeben und
wenigstens 3 h zur Reaktion gebracht. Anschließend wird die Probe mit 300µl 10 mM
DMAB für 30 min zur Reaktion gebracht.
Clusterbildung durch gestaffelte Reaktion mit Natriumazid:
Zu 1 ml Komplexlösung wird 50µl S-Layer-Suspension (bei einer Konzentration von
ca. 10 mg/ml in TRIS/H2SO4-Puffer pH 7.4, der kein NaN3 enthält) zugegeben und
wenigstens 3 h zur Reaktion gebracht. Anschließend wird die Probe gegen 1 l H2O bei
Raumtemperatur für 24 h dialysiert (Membran wie bei Proteindialyse) und das Dia-
lysat mit 300µl 10 mM DMAB auf einem Schüttler für wenigstens 1 h zur Reaktion
gebracht. Die Probe wird erneut 24 h dialysiert (gleiche Bedingungen), das Dialysat
für 30-60 min mit 1 ml Komplexlösung versetzt. Danach wird im Zeitabstand von
5 min fünfmal 50µl 10 mM DMAB zugegeben.
A.7 Präparation für Strukturuntersuchung
A.7.1 Objektträger für TEM und AFM
Reinigung von Siliziumwafern:
Die auf die erforderliche Größe zugeschnittenen Si-Wafer werden zunächst mittels
Ultraschallbad in Aceton gereinigt, mit H2O bidest gespült und mit trockenem Stick-
stoff abgeblasen.
Hydrophobisierung von Siliziumwafern mit Hexamethyldisilazan:
Die Hydrophobisierung erfolgt mittels Hexamethyldisilazan (HMDS) über Nacht.
Dazu werden ein paar Tropfen HMDS auf ein Uhrglas gegeben und dieses mit den
gereinigten Wafern zusammen in einer abgedeckten Petrischale über Nacht stehen
gelassen.
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Hydrophobisierung von Siliziumwafern mit Dichlordimethylsilan:
Die gereinigten Wafer werden in eine 3%ige Dichlordimethysilanlösung in Chloro-
form für 10 min eingelegt, anschließend mit Chloroform und Methanol gespült und
in H2O bidest aufbewahrt.
Verwendete TEM-Netzchen:
Für Standarduntersuchungen werden kohlebefilmte Cu-TEM-Netzchen der Firma
SPI-Supplies (West Chester, USA) verwendet. Als Koordinatennetzchen finden
MAXTAFORM-Finder-Netzchen aus Kupfer (Bezug: Plano W. Plannet GmbH,
Wetzlar) Verwendung, auf die ein 10 nm dicker Kohlefilm (EM Ultra Smooth C
foils, ACF-Metals, Tucson, Arizona, USA) aufgeschwemmt wird.
Hydrophilisierung von kohlebefilmten TEM-Netzchen:
Die kohlebefilmten TEM-Netzchen werden durch Beglimmen in einem Restgasp-
lasma hydrophilisiert. Dazu wird ein Plasmaätzer Plasma-Prep II der Firma SPI-
Supplies (West Chester, USA) eingesetzt. Die Grids werden dem Plasma für ca.
10-20 Sekunden bei minimaler Leistung ausgesetzt und sind dann für wenige Stun-
den hydrophil [152].
A.7.2 Negativkontrastierung
Die Negativkontrastierung (negative staining) erfolgt ausschließlich mit einer 2-3
prozentigen Uranylacetatlösung. Dazu wird nach dem Auftropfen der Probe auf das
TEM-Netzchen die überschüssige Flüssigkeit seitlich mit Filterpapier abgesaugt und
sofort 5− 10 µl Uranylacetat aufgetropft. Die Probe darf dabei vor dem Auftropfen
des Uranylacetats nicht trocknen. Nach 30-60 Sekunden wird der Tropfen seitlich
mit Filterpapier abgesaugt und die Probe luftgetrocknet.
A.8 Quantitative Abschätzungen
A.8.1 Kinetik der Hydrolyse
Mittels der Reaktionskonstanten aus Tabelle 5.1 kann ein Differentialgleichungs-
system aufgestellt werden, um die zeitabhängigen Anteile der Hydrolysespezies zu
bestimmen. Die Konstanten werden entsprechend der Reaktion mit khin1 , k
rück
1 ,
khin,cis2 , k
rück,cis
2 , k
hin,tr
2 und k
rück,tr
2 bezeichnet. Die zeitabhängigen Anteile der Spe-
zies sind x4(t) für den unhydrolysierten Komplex mit vier Chlorliganden, x3(t) für
den Komplex mit drei Chlorliganden und xcis2 (t) bzw. x
tr
2 (t) für die beiden zweifach-
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hydrolysierten Komplexspezies. Die Ausgangskonzentration der Lösung ist c0.
x′4(t) = k
rück
1 ·
(
1 − x4(t) − xcis2 (t) − xtr2 (t)
)
·
[(
1 − x4(t) − xcis2 (t) − xtr2 (t)
)
+ 2 ·
(
xcis2 (t) + x
tr
2 (t)
)]
·
c0 − khin1 · x4(t) (1.1)
xcis2
′
(t) = khin,cis2 ·
(
1 − x4(t) − xcis2 (t) − xtr2 (t)
)
−krück,cis2 · xcis2 (t) ·
[(
1 − x4(t) − xcis2 (t) − xtr2 (t)
)
+
2 ·
(
xcis2 (t) + x
tr
2 (t)
)]
· c0 (1.2)
xtr2
′
(t) = khin,tr2 ·
(
1 − x4(t) − xcis2 (t) − xtr2 (t)
)
−krück,tr2 · xtr2 (t) ·
[(
1 − x4(t) − xcis2 (t) − xtr2 (t)
)
+
2 ·
(
xcis2 (t) + x
tr
2 (t)
)]
· c0 (1.3)
Für eine frisch angesetzte Lösung sind die Startkonzentrationen x4(0) = 1,
xcis2 (0) = 0, x
tr
4 (0) = 0, für eine verdünnte Lösung müssen zunächst entsprechend
dem Alter t der Lösung in einem ersten Lösungsdurchlauf des Gleichungssystems
die neuen Ausgangskonzentrationen berechnet werden. Die Konzentration x3(t) be-
rechnet sich jeweils:
x3(t) = 1 − xcis2 (t) − xtr2 (t) − x4(t) . (1.4)
A.8.2 Proteinflächendichten
Für S-Layer des Molekulargewichtes M mit quadratischer Symmetrie und einem Git-
terabstand a werden die folgenden Flächendichten berechnet. Da jede Elementarzelle
aus 4 S-Layer-Monomeren besteht, geht ein entsprechender Faktor ein. NA ist die
Avogadro-Konstante.
%Am =
NA · a2
4 · M als Fläche pro Proteinmasse. (1.5)
%An =
NA · a2
4
als Fläche pro Proteinmenge. (1.6)
%Nm =
NA
4 · M als Anzahl Elementarzellen pro Proteinmasse. (1.7)
%NV =
NA · c
4 · M Anzahl Elementarzellen pro Volumen
Proteinsuspension der Konzentration c. (1.8)
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Für die beiden hauptsächlich in dieser Arbeit verwendeten Proteine folgen daraus
die Werte:
Bacillus sphaericus Sporosarcina ureae
NCTC 9602 ATCC 13881
M [kDa = g/mol] 135 [153] 150 [68]
a [nm] 12.0 12.8
%Am [cm
2/mg] 1600 1650
%An [cm
2/mol] 2.2 · 1011 2.5 · 1011
%Nm [1/mg] 1.1 · 1015 1 · 1015
%NV [1/µl] (für c=10 mg/ml) 1.1 · 1013 1 · 1013
Tabelle A.1: Berechnete Proteinflächendichten.
A.8.3 Cluster/Protein-Verhältnis
Die primitiven Elementarzellen der kubisch flächenzentrierten Gitter von Platin
und Palladium, zu denen jeweils 4 Atome gehören, haben eine Gitterkonstante von
0.3924 nm bzw. 0.3890 nm [95]. Damit ergibt sich für Partikel mit angenommener
kugel- oder würfelförmiger Gestalt folgende Atomanzahl:
Durchmesser bzw. kugelförmig würfelförmig
Kantenlänge in nm Pt-Atome Pd-Atome Pt-Atome Pd-Atome
1.9 238 244 454 466
2.0 277 285 530 544
2.5 542 556 1034 1062
3.0 936 961 1787 1835
5.0 4333 4448 8275 8494
7.0 11890 12200 22710 23310
Tabelle A.2: Atomanzahl von Pt- und Pd-Clustern unterschiedlicher Durchmesser (ku-
gelförmig) bzw. Kantenlängen (würfelförmig).
Bei 7 Clustern pro S-Layer-Elementarzelle mit einem mittleren Durchmesser von ca.
3.0 nm entspricht das 936 Pt-Atomen oder 961 Pd-Atomen bzw. den entsprechenden
Komplexen K2PtCl4 und K2PdCl4 pro Proteinmonomer. Die 3 mM Komplexlösung,
die typischerweise für die Experimente Verwendung findet, enthält 1.8 · 1018 Teil-
chen pro Milliliter. Dieses Volumen reicht damit theoretisch für die Pt- oder Pd-
Clusterabscheidung auf S-Layern in 25 µl bzw. 20 µl S-Layer-Standardsuspension
(Proteinkonzentration 10 mg/ml) bei idealer Belegung von 7 Clustern pro Elementar-
zelle.
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A.8.4 Mie-Theorie für Platin- und Palladiumcluster
Nach der Theorie von Mie [47] berechnet sich der Absorptionsquerschnitt σa eines
kugelförmigen Teilchens wie folgt:
σa = 18π
V
λ
n30
ε2
(ε1 + 2n20)
2
+ ε22
. (1.9)
Dabei ist V das Volumen des Teilchens, n0 der Brechungsindex des einbettenden
Mediums, λ die Wellenlänge des eingestrahlten Lichtes und ε1 sowie ε2 Real- bzw.
Imaginärteil der dielektrischen Funktion des Stoffes, aus dem das Teilchen besteht.
Mit der Teilchendichte N und der optischen Weglänge l ergibt sich damit die
Absorption im UV/VIS-Spektrometer:
Abs =
σaNl
ln10
. (1.10)
Die Abbildung A.1 zeigt die daraus errechnete Absorption für die auf den verwen-
deten S-Layern gebildeten Pt- bzw. Pd-Cluster unter folgenden Annahmen:
Abbildung A.1: Nach der Mie-Theorie berechnete Absorptionsquerschnitte für
Pt- bzw. Pd-Cluster mit 2 - 3 nm Durchmesser und die daraus unter Bedin-
gungen der durchgeführten UV/VIS-Messungen abgeschätzten Absorptionen.
• Für kugelförmige Teilchen mit einem Durchmesser von 2 bis 3 nm ergibt sich
ein Volumen von V ≈ 10 nm3.
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• Die Teilchendichte N beträgt bei den durchgeführten UV/VIS-Messungen ma-
ximal 1.5 · 1015 cm−3 , unter der Annahme, daß die pro Versuch eingesetzte
Menge an K2PtCl4 bzw. K2PdCl4 (1 ml einer 3 mM Lösung) vollständig in
metallische Cluster umgesetzt und damit die im Kapitel 6 ermittelte ideale
Clusterbelegung der eingesetzten S-Layer von 7 Clustern mit je ca. 1000 Ato-
men pro Elementarzelle theoretisch gerade abgedeckt wird.
• Die optische Weglänge l beträgt im Spektrometer 10 mm.
• Für die wellenlängenabhängige dielektrische Funktion wird auf die am zu-
verlässigsten erscheinenden Literaturwerte zurückgegriffen [154]. Diese Anga-
ben variieren jedoch zum Teil erheblich von denen anderer Veröffentlichungen
[155, 156].
• Der Brechungsindex des einbettenden Mediums wird mit dem Wert für Wasser
n0 = 1.333 abgeschätzt.
Es kann sich dabei aufgrund der Näherungen nur um eine grobe Abschätzung han-
deln. Entscheidend für die Analyse der Messungen ist aber, daß die Absorption
proportional zur Teilchendichte und zum Teilchenvolumen ist, d.h. ein Ansteigen
der Absorption impliziert ein Wachsen der Partikel oder die Zunahme der Anzahl.
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6.26 Phasenbild und Höhenprofil eines S-Layers . . . . . . . . . . . . . . . 122
6.27 Phasenbild eines S-Layers mit Gitterstruktur . . . . . . . . . . . . . . 123
A.1 Absorptionsquerschnitte für Pt- bzw. Pd-Cluster . . . . . . . . . . . . 137
Tabellenverzeichnis
3.1 Verwendete Transmissionselektronenmikroskope . . . . . . . . . . . . 21
5.1 Reaktionskonstanten der Hydrolyse von K2PtCl4 . . . . . . . . . . . 59
6.1 Untersuchte S-Layer-Typen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 94
6.2 Klassifizierung nach PCA: Anzahl von Clustern in den Klassen . . . . 118
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[109] A. Kirchner, unveröffentlichte Daten, Technische Universität Dresden (2002)
[110] M. Hartig et al., Dependence of the measured monolayer height on applied forces
in scanning force microscopy , Thin Solid Films 327, 262 (1998)
[111] U. Aebi et al., A study of the structure of the T-layer of Bacillus brevis, J. Supramol.
Struct. 1 (6), 498 (1973)
[112] R. M. Glaeser et al., Structure of the surface layer protein of the outer-membrane
of Spirillum serpens, J. Ultrastruct. Res. 66 (3), 235 (1979)
[113] W. O. Saxton und W. Baumeister, The correlation averaging of a regularly
arranged bacterial cell envelope protein, J. Microsc. 127 (2), 127 (1982)
[114] R. M. Glaeser, Radiation damage and resolution limitations in biological speci-
mens, High-voltage electron microscopy , herausgegeben von P. R. Swann, M. J.
Goringe und C. J. Humphreys, S. 370–378 (Academic Press, London, New York,
1974)
LITERATURVERZEICHNIS 153
[115] D. T. Grubb, Radiation damage of organic materials in the transmission electron
microscope : (a personal view derived from experience with synthetic polymers), Ul-
tramicroscopy 12 (4), 279 (1984)
[116] E. Kellenberger, The ups and downs of beam damage, contrast, and noise in
biological electron microscopy , Micron and microscopica acta 17 (2), 107 (1986)
[117] A. Kotiranta et al., Radiation sensitivity of Bacillus cereus with and without a
crystalline surface protein layer., FEMS Microbiol. Lett. 179 (2), 275 (1999)
[118] M. A. Hayat und S. E. Miller, Negative Staining (McGraw-Hill Publishing Com-
pany, 1990)
[119] H. Engelhardt, Elektronenmikroskopie, Bioanalytik , herausgegeben von
F. Lottspeich und H. Zorbas, 1. Aufl., Kap. 16, S. 413–449 (Spektrum
Akademischer Verlag, 1998)
[120] C. L. Woodcock und W. Baumeister, Different representations of a protein
structure obtained with different negative stains, Eur. J. Cell Biol. 51, 45 (1990)
[121] W. H. Massover et al., Negative staining permits 4.0 Å resolution with low-dose
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